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CIENCIA Y TECNOLOGIA

Repeticiones palindromicas cortas

Clustered regulary interspaced short Palindromic repeats

Roberto Orofino’

Edicion genética

ton Urey llevaron a cabo un experimento por el

cual probaron una revolucionaria idea propuesta
por los bioquimicos Oparin y Haldane en la década
de 1920. Comprobaron asi, que sometiendo mezclas
de gases de compuestos inorgdnicos a variaciones de
temperatura, humedad, descargas eléctricas y radia-
cion ultravioleta, se generan pequefos compuestos
organicos. Estos, en solucion, reaccionan y forman
moléculas predecesoras de azUcares, aminoacidos,
purinas y pirimidinas. Estas Ultimas, componentes es-
tructurales de los acidos nucleicos[1].

Las observaciones sobre el comportamiento
bioquimico de los nucleétidos demostraron que los
mismos se comportan como sistemas autoreplican-
tes[2].

En solucién, los polinucleétidos pueden dirigir su
propia sintesis usandose a si mismos como moldes
estructurales en el ensamblado de hebras comple-
metarias. Las hebras de ARN tienen la capacidad de
plegarse formando estructuras tridimensionales que
funcionan como catalizadores enzimaticos aceleran-
do su propio autoensamblado[3].

Cuatro mil millones de afios de seleccion natural
acumularon pequefias ventajas a los polinucleétidos.
Se produjo la asociaciéon a membranas, la generaciéon
de la célula, el desarollo de la sintesis de proteinas
hasta los ultimos productos de la optimizacién evo-
lutiva: sistemas nerviosos dotados de memoria y len-
guajel4].

E n 1953 los quimicos Stanley Miller y Harold Clay-

¢Qué es CRISPR/Cas?

Siguiendo esta cronologia, la vida puede interpre-
tarse como una competencia termodinamica por el
aprovechamiento de la energia para conservar y repli-
car una estructura. Una guerra, donde triunfa el mas
eficiente. CRISPR/Cas se trata de un herramienta de
defensa primitiva, utilizada por bacterias y arqueas.
La misma funciona como un sistema de inmunidad
adaptativa, para neutralizar material genético extrafio
introducido por virus o plasmidos[5].

CRISPR/Cas es una nueva poderosa herramienta
que permite realizar edicion genética in vivo de forma
muy eficiente. Su descubrimiento y aplicacion, repre-
senta un punto de inflexion en el campo de la bioin-
genieria.

Las siglas CRISPR/Cas provienen de “Clustered
Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats”, o
“Repeticiones Palindrémicas Cortas Regularmente
Interespaciadas”. Cas, es el acronimo de “CRISPR
Associated System”, un conjunto de proteinas, en
su mayor parte nucleasas. Estas, son enzimas que
hidrolizan los enlaces fosfodiéster de las cadenas de
acidos nucleicos, generando el corte o clivaje de las
hebras. Existen varios complejos Cas, actualmente el
mas usado es Cas9 que consiste en una endonucleasa
perteneciente a Streptococo pyogenes.

¢Como funciona y cuales son sus potenciales
aplicaciones?

El sistema CRISPR/Cas consiste en secuencias re-
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petidas de ADN espaciadas regularmente dentro del
genoma bacteriano que junto con los genes Cas co-
difican para proteinas y ARN mensajero capaces de
reconocer las secuencias foraneas y clivarlas.

Los loci CRISPR se encuentran en el genoma de
bacterias y arqueas y consisten en varias repeticiones
conservadas separadas por secuencias espaciadoras
de distinta longitud. Estos espaciadores pertenecen a
segmentos de ADN de virus o plasmidos. Las secuen-
cias repetidas son en su mayor parte palindrémicas,
esto implica que sus transcriptos son complementa-
rios y pueden asi generar estructuras de horquillas.
Estas interactUan con las proteinas Cas formando un
complejo, que serd encargado de reconocer material
genético exdgeno, marcarlo y degradarlo. Los com-
plejos Cas tienen, ademds, la capacidad de tomar
pequenas partes del material genético extrafio, modi-
ficarlo e integrarlo dentro del conjunto de secuencias
CRISPR. De esta manera el organismo y su descenden-
cia seran capaces de inactivar de forma maés eficiente
al material genético exdgeno en futuras exposiciones.

El sistema CRISPR/Cas se utiliza como una herra-
mienta de edicidon programable que permite inactivar
genes, generar inserciones, deleciones, sustituciones
y marcado de secuencias con el objetivo de identificar
su posicionamiento. Ofrece grandes aplicaciones en
células eucariotas.

Para alcanzar el éxito en la aplicacion de una nue-
va tecnologia, es necesario superar algunas barreras:
generar un proceso reproducible a un costo y eficien-
cia razonable.

Existen técnicas de edicion anteriores a CRISPR/
Cas: ZFN (Nucleasas tipo de Dedos de Zinc) y TALEN
(Nucleasas Efectoras Activadoras de la Transcripcion).
Las mismas son limitadas porque consisten en la utili-
zacion de nucleasas creadas artificialmente para cor-
tar en sitios especificos de las hebras de ADN. Estas
enzimas deben disefiarse especificamente para cada
sitio de corte, resultando en la edicion genética un
asunto engorroso, caro y de bajo rendimiento[6],[7].

La edicion genética con CRISPR/Cas9 incluye dos
etapas[8]

Primero, un ARN guia se asocia con el complejo
Cas9. Este ARN guia es especifico de una secuencia
concreta del ADN que interesa editar. Cas9 asociada
a esta secuencia se hibridard por complementariedad
de bases y cortara el ADN mediante su actividad en-
donucleasa.

Luego, se activan mecanismos intracelulares de
reparaciéon de ADN. Existen dos posibles rutas de
reparaciéon que pueden gatillarse. La primera es la

“recombinacion homaologa”, consiste en un sistema
de union de segmentos de ADN que se caracteriza
por utilizar un molde de nucleétidos para sintetizar el
sector faltante y regenerar el empalme de las hebras.
Es un sistema muy preciso y puede manipularse para
integrar en el sitio de corte una secuencia especifi-
ca de ADN modificando la secuencia de nucleétidos
utilizada como molde. La otra ruta consiste en la “re-
combinacién no homéloga”, otro mecanismo de li-
gadura de hebras mas simple y que se caracteriza por
ser suceptible a errores, esto produce una reparacion
imprecisa resultando en un nuevo marco de lectura y
la consecuente pérdida de funcién original del seg-
mento cortado.

CRISPR/Cas9 permite

Generar un “knock out” o silenciamiento de un
gen de interés.

Generar un “knock in” o insercién de una secuen-
cia especifica mediante recombinaciéon homéloga. La
secuencia insertada puede ser un gen que codifique
una proteina particular; un gen promotor que aumen-
te la expresiéon de esa secuencia; o un gen reporte-
ro. Estos ultimos codifican proteinas luminiscentes o
fluorescentes que permiten localizar la posicion de
secuencias de interés.

De esta manera, CRISPR puede utilizarse para au-
mentar o eliminar la expresion de productos, corregir
sectores danados o modificar las secuencias mediante
el “copiado y pegado”.

CRISPR permite a los investigadores generar mo-
delos celulares y animales de enfermedades de forma
rapida y econémica.

Una gran aplicacién de esta tecnologia sera corre-
gir los defectos genéticos que subyacen a enferme-
dades humanas, tumorales, infecciosas y hereditarias.
Distrofia muscular de Duchenne, Huntington, fibrosis
quistica y hemofilia son algunos ejemplos de actuales
lineas de investigacion en los que CRISPR/Cas9 pro-
mete la reparacion genétical9].

La modulacion de la expresion génica es una ma-
nera Util de estudiar las proteinas que podrian ser acti-
vadas o inhibidas por drogas en nuevos tratamientos.
También se aplicara en estudio de resistencia a farma-
Cos.

El desarollo de nuevas medicaciones es una de
las principales inversiones en CRISPR por la industria
farmacéutica. El camino es largo y se deben concretar
pruebas clinicas, por lo que es incierto saber cuando se
dispondra en el mercado de estas nuevas terapias[10].

Nuevas estrategias son implementadas continua-
mente al desarrollo de CRISPR. Se han utilizado alter-
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nativas a las enzimas Cas. Una enzima llamada Cpf1,
por ejemplo, puede cortar ADN en sitios a los cuales
Cas9 no podia unirse. Otras enzimas como Cas13
permiten extender las funciones de CRISPR y editar
hebras de ARN[11].

Una estrategia innovadora es la implementacion
de un sitio de unién a estrégenos al complejo Cas9.
Esto permite controlar la actividad del sistema de edi-
cién genética a través de sefales externas como la
variacion de la concentracion hormonal, permitiendo
imitar las sutiles variaciones temporales fisioldgicas en
modelos de enfermedades[12].

Se ha ensayado la liberaciéon de componentes de
CRISPR en sitios especificos como el sistema nervioso
central a través del transporte dentro de nanoparticu-
las y su liberacion mediante la excitacion laser de las
mismas|[13].

Entre las mas recientes novedades puede mencio-
narse la utilizacién de CRISPR/Cas9 fuera de la célula,
utilizando componentes que le permiten trabajar sin
la maquinaria intracelular.

Antecedentes

Los componentes de CRISPR fueron observados
por primera vez en 1987 por cientificos Japoneses.
En 2005 microbidlogo espafiol Francisco Mojica y su
equipo propusieron por primera vez que el sistema
formaria parte de un sistema inmunitario bacteriano
para la defensa por la infeccion de virus.?[14]. Mas
tarde, en 2012, las bioquimicas Jennifer Doudna (Es-
tados Unidos) y Emmanuelle Charpentier (Francia) elu-
cidaron los componentes y el mecanismo molecular
de funcionamiento de CRISPR/Cas9 y demostraron su
potencial uso en procariotas.*'[15]. El bioguimico Feng
Zhang (China) es el primero en utilizarlo en células
eucariotas, que, debido a sus complejos mecanismos
regulatorios, presentaron histéricamente las mayores
dificultades para la manipulacién genética.*[16].

Sin dudas, alguien recibird un Nobel por el descu-
brimiento de CRISPR/Cas. Seran los aspectos que con-
sidere la comunidad cientifica como relevantes desde
su primera observacion, los que determinen tal asigna-
cién. Mientras tanto, existe un interesante trasfondo
sobre la propiedad intelectual que se traduce en una
despiadada guerra de patentes biotecnolégicas.

Sus implicancias
Mas alld de que esta tecnologia posee una alta

precisién, aun no puede establecerse seguridad la
tasa de errores generados. Los mismos se conocen

como “actividad off-target”[17]. Continuamen-
te se publican reportes de errores en los resultados
de las ediciones genéticas por CRISPR. Los mismos
son seguidos de publicaciones evaluando y refutan-
do los estudios que reportan tales errores. Consiste
de una disputa cientifica de ataque y defensa a un
sistema con un amplio abanico de intereses de fon-
do[18],[19],[20],[21].

Otro problema a destacar, es el potencial uso
irresponsable de la edicién genética. Como ejemplo,
puede citarse la controversial utilizacion de un trata-
miento no aprobado para eliminar el virus herpes sim-
plex por el director de una empresa biotecnoldgica,
Aaron Traywick. El mismo se autoinyecté una vacuna
con un tratamiento CRISPR durante una conferencia
transmitida en vivo en febrero de 2018, resultando
ser en teorfa, el primer humano de la historia en auto-
editar su ADN.

Esta novedosa herramienta representa un punto de
inflexion en la historia de la humanidad. El hombre es
capaz de editar el genoma de forma simple, eficiente
y con menor costo que técnicas predecesoras. Las apli-
caciones son inmensas, y sus consecuencias inciertas.
Representa el principio de nuevos abordajes éticos so-
bre el uso de la tecnologia. ¢Hasta donde es peligroso
beneficiarnos de la manipulacién genética de animales
y plantas? ¢Cémo podrd regularse? ;Que riesgos re-
presenta esta tecnologia en manos equivocadas?

La humanidad enfrentard en breve grandes dile-
mas sobre el libre acceso al conocimiento cientifico.
¢;Como se controlara el potencial bioterrorismo? La
edicién genética y la infectologia podrian representar
un problema mayor, los ataques podrian implicar len-
tas derivas genéticas artificiales a través de generacio-
nes o abruptos knockouts enzimaticos con resultados
devastadores.

La velocidad del progreso cientifico puede objeti-
varse teniendo en cuenta que James Watson, uno de
los descubridores de la estructura cristalografica del
ADN, estd vivo hoy. En menos de una generacion el
hombre describié la estructura de los acidos nuclei-
cos, su funcion y aprendié a manipularlos.

iPodria esto representar una explicaciéon a la pa-
radoja del fisico italiano Enrico Fermi? ;Serd ésta la
causa del aparente silencio captado por nuestros ra-
diotelescopios desde el espacio profundo? ;Sucedera
que, la historia natural de la inteligencia implique el
rapido aprendizaje de la manipulaciéon genética, ge-
nerando disbalances artificiales y la autodestruccién
de si misma?

El tiempo aclarara el misterio. Aunque parece claro
que, la realidad, es la mejor historia de ciencia ficcion.

CRISPR/Cas, nueva revolucién en tecnologia. Otro
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paso adelante o ... el principio del fin?

Multimedia

https://www.youtube.com/watch?v=2pp17E4E-O8

(animacion explicativa)
https:
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