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1. Resumen

La edicién gendmica modifica de manera precisa el ADN de un organismo, ya que
permite la adicion o supresion de secuencias concretas o genes especificos. Esta
herramienta es de amplio espectro. Entre sus aplicaciones destacan las centradas en
investigacion clinica, que sirven para crear terapias o conocer y suprimir los genes
que generan una enfermedad, y las industriales, dirigidas a la creacion de farmacos,
combustibles, etc. Aunque también se usa en industria alimentaria y mejora, para
hacer a los organismos mas resistentes ante ciertas adversidades como puede ser la
sequia.

La tecnologia de ediciébn genémica CRISPR/Cas es un método revolucionario que
permite alterar el ADN de un organismo de manera precisa para modificar o corregir
genes especificos. Hoy en dia, esta herramienta se usa principalmente para editar
genes de manera eficiente y exacta en gran variedad de organismos vivos, incluidos
los humanos.

El sistema CRISPR/Cas9 ha revolucionado el campo de la edicion gendmica, se
emplea para producir la supresion o adicion de genes in vitro, debido a la facilidad de
uso, su bajo coste y el amplio rango de especies en las que puede utilizarse, esta
técnica tiene una gran cantidad de aplicaciones, incluyendo su utilizacion en terapia
geénica.

En el presente trabajo se han revisado articulos relevantes y recientes sobre
CRISPR/Cas, con aplicaciones potenciales en numerosos campos, incluyendo

medicina, agricultura y biotecnologia.



2. Introduccién

La ingenieria genética surge en los afios 70 con el descubrimiento de las enzimas
de restriccion. Gracias a ellas fue posible manipular el ADN al permitir cortar y pegar
fragmentos de ADN para dar lugar a moléculas de ADN recombinante. Este avance
ayudé a comprender los mecanismos de regulacion y de expresion de los genes, o
conocer su funcion.

Antes del desarrollo de la tecnologia CRISPR existian otros sistemas de edicién
genética, pero menos eficientes y mas costosos. Entre ellos encontramos las
nucleasas con dedos de Zinc (ZFN), descritas por primera vez en 1996. Este sistema
se basa en el empleo de endonucleasas artificiales, formadas al fusionar el dominio
de corte de Fokl a un dominio de union al ADN en dedos de zinc (ZF), disefiado
especificamente para reconocer secuencias especificas de ADN. La dificultad para
generar dominios ZF capaces de reconocer secuencias especificas dio lugar al
desarrollo de un sistema distinto, Transcription Activator-Like Effector Nucleases
(TALENS). Este sistema acopla a la nucleasa Fokl un dominio de unién al ADN basado
en las secuencias TALE, secretadas por la bacteria Xanthomonas. La ventaja de este
sistema sobre las ZFN radica en la facilidad para crear dominios de unién especificos
a una secuencia de ADN. Se basa en matrices de 3 a 6 médulos que generan un
dominio de uniéon con una especificidad de 9 a 18 pares de bases por monémero. Los
motivos de unién al ADN de TALE estan formados por repeticiones en tandem de 34
aminoacidos. Cada repeticion reconoce y se une a una unica base especifica del ADN.
Esta especificidad se determina por 2 aminodacidos variables, conocidos como
diresiduo variable repetido. El descubrimiento de estos diresiduos permitié predecir y
ensamblar los dominios de unién al ADN de TALE con mayor precision. Esto llevo a
aumentar el uso de TALESs con respecto a ZFN (Boch et al., 2009).

Tanto las nucleasas basadas en ZF como las basadas es TALEs utilizan dominios
proteicos disefiados para reconocer y unirse a secuencias especificas de ADN (Torres-
Ruiz & Rodriguez-Perales, 2017).

En 2012, se aproveché el recién descubierto sistema inmune bacteriano para
modificar el ADN, lo que llevo al desarrollo de CRISPR-Cas9 (Torres-Ruiz & Rodriguez-
Perales, 2017). Este avance en la ingenieria gendmica surgio a partir de la investigacion
de secuencias repetidas en bacterias que posteriormente se asociaron con un sistema
inmunoldgico adaptativo que éstas usan para defenderse de infecciones virales y de

ADN invasor.



2.1Descubrimiento

Las bacterias son seres vivos que necesitan defenderse frente a las infecciones
producidas por bacteriéfagos. Es por esto que han desarrollado diferentes
mecanismos de defensa ante los invasores, entre ellos el sistema CRISPR
(Hryhorowicz et al., 2017). CRISPR es el acronimo del inglés Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (repeticiones palindromicas cortas agrupadas
y regularmente espaciadas). Los loci CRISPR son regiones en el genoma de bacterias
y arqueas que contienen clusteres CRISPR, compuestos por agrupaciones de
repeticiones cortas (y parcialmente palindromicas) y por espaciadores (funcionan
como "memoria genética" de las infecciones anteriores) que se alternan en el genoma.
Los primeros son elementos repetidos en patrones regulares y los segundos son
secuencias variables que dependeran de infecciones previas.

Los loci CRISPR fueron observados por primera vez en 1987 (Ishino et al.,
1987), pero no recibieron mucha atencion hasta que se describieron loci
idiosincrasicos similares en versiones preliminares de genomas (Jansen et al., 2002).
Estos loci suelen estar flanqueados por genes asociados a CRISPR, conocidos como

genes Cas (Barrangou & Marraffini, 2014).

2.2Papel bioldgico

El papel biolégico de este sistema se describidé en 2005, al observarse que las
secuencias espaciadoras presentaban homologia con elementos genéticos extranos,
incluidos virus y plasmidos (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel et al.,
2005). Esta informacién dio lugar a la teoria de que CRISPR funciona como un sistema
inmunoldgico adaptativo de bacterias y arqueas, que mas tarde fue respaldada por
pruebas de la funcion inmune mediada por este sistema. Asi en 2007, se vio que los
loci CRISPR de Streptococcus thermophilus adquieren nuevos espaciadores (Figura
1) derivados del ADN del fago invasor (Barrangou et al. 2007). Esta adquisicion del
ADN del fago invasor se produce en el extremo lider de una matriz CRISPR, por lo
gue esta inmunidad es hereditaria. Solo una minoria de la poblacion tiene esta
inmunidad codificada por CRISPR. Se da en baja frecuencia, pero estos pocos casos

tienen una alta resistencia.

El CRISPR es un sistema de defensa inmunolégica adaptativa que se
encuentra en el 45% de los genomas bacterianos y en el 83% de los genomas de

arqueas.



Proporciona una inmunizacién especifica y adquirida contra elementos
genéticos moviles exdgenos. Estos elementos son segmentos de ADN que tienen la
capacidad de moverse dentro de un genoma, o pueden transferirse entre organismos

diferentes, como por ejemplo los virus, pladsmidos, transposones, etc.

El funcionamiento del sistema CRISPR implica el reconocimiento de una
secuencia especifica mediado por ARN vy dirigida principalmente frente a ADN diana,
aunque a veces puede actuar sobre ARN.

Las secuencias de repeticiones cortas de los loci CRISPR pueden oscilar entre
23 y 55 nucledtidos, aunque la mayoria tienen entre 28 y 37 nucleétidos. El hecho de
gue las repeticiones sean palindromicas significa que pueden formar estructuras de
horquilla. En la mayoria de los casos los organismos tienen menos de 50 unidades de
repeticiones, y uno o dos loci, o sitios donde se encuentra secuencias CRISPR. No
obstante, existen especies que pueden contener mas de 500 repeticiones y mas de
19 loci.

En cuanto a los espaciadores tienen un tamafio de 21 a 72 nucleoétidos, aunque
la mayor parte de ellos oscila entre 32 y 38 nucledtidos (Barrangou & Marraffini, 2014).

Algunos virus o fagos tienen la capacidad para preparar al sistema inmune para
una respuesta mas rapida y efectiva, llamada priming. El "priming" en el contexto del
sistema CRISPR de las bacterias es el proceso mediante el cual estas células se
preparan para una respuesta mas rapida y efectiva contra infecciones virales futuras.
Cuando una bacteria es infectada por un bacteriofago, el sistema CRISPR captura
fragmentos del ADN del virus y los incorpora en su propio genoma como espaciadores
(Figura 1). La secuencia de ADN exogeno especifica que forma parte del sistema
(fragmento de ADN viral o plasmidico integrados en el genoma bacteriano) funciona
como memoria inmunologica, y se define como protoespaciador. Si la bacteria se
encuentra con el mismo virus nuevamente, el sistema CRISPR utiliza esta memoria
para reconocer y cortar rapidamente el ADN del fago, impidiendo la infeccién. Asi, el
priming en el sistema CRISPR mejora la capacidad de la bacteria para combatir
futuras infecciones por el mismo virus, similar a como la memoria inmunoldgica

funciona en organismos superiores.

El protoespaciador va seguido de una secuencia especifica de 2 a 6 nucleotidos
en el extremo 3’. Esta secuencia, denominada secuencia PAM o motivo adyacente del

protoespaciador, se encuentra en el ADN del virus o del invasor, justo al lado del
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protoespaciador. Es una secuencia de nucleotidos corta, crucial para que el sistema

CRISPR/Cas pueda identificar y cortar el ADN invasor.

El sistema CRISPR, desarrollado por las bacterias para protegerse de
invasores como los bacteriéfagos, utiliza una secuencia especifica de 2 a 6 pares de
bases en el ADN invasor, conocida como PAM, para reconocer el ADN invasor. El
protoespaciador es la secuencia del ADN invasor que se adquiere como espaciador y

esta seguida de una secuencia PAM especifica, que las bacterias utilizan como diana.

La presencia de esta secuencia PAM es necesaria para que la proteina Cas9
reconozca y corte el ADN en el lugar correcto. Por otro lado, para evitar la
autofocalizacion, Casl y Cas2 deben unirse al protoespaciador y Cas9 reconocer a
PAM, que al no estar presente en el ADN de la bacteria que alberga el sistema
CRISPR, permite a la bacteria a distinguir entre su propio ADN y el ADN del invasor,
asegurando que solo sea atacado el ADN invasor. Esto proporciona especificidad al
sistema CRISPR. Por ello, si los cientificos quieren buscar un fragmento que cortar,
se busca primero una secuencia PAM dentro del genoma obijetivo y luego disefian un

ARN que coincida con la secuencia junto a él.

Espacio
extracelular Virus

//\ ://\'\\

Membrana bacteriana

Citoplasma
R PAM
ADN
Exdgeno
Genoma Incorporacion de
bacteriano secuencia espaciadora
--— e R 0 w—— W
cas L R E R E E R
x2
Cenes cas CRISPR

Figura 1. Esquema de la incorporacion de secuencia espaciadora al genoma bacteriano. Las bacterias

crean una memoria inmunoldgica gracias a la exposicion previa a bacteriéfagos, de los cuales integran
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sus secuencias en el genoma bacteriano. En la figura, el virus introduce su material genético ene |
citoplasma bacteriano. La bacteria reconoce PAM e incorporan los nucleétidos préximos al PAM como
un nuevo espaciador (E). Durante este proceso, se duplica la secuencia repetida (R) para flanquear la

secuencia espaciadora. Dentro de la bacteria, su genoma codifica para Cas y CRISPR (Lammoglia-

Cobo MF et al., 2016).

Por ultimo, esta el ADN diana; es la secuencia que es complementaria con la
secuencia ARNcr o ARN guia generada por el complejo ARNcr-Cas. Cuando el ARN
cr-Cas encuentra una secuencia de ADN diana complementaria junto a una PAM, se
activa y corta especificamente el ADN invasor, desactivandolo y proporcionando

inmunidad contra futuros ataques.

2.3Componentes y mecanismo de accion

Nos vamos a adentrar en el fundamento de la técnica y su fundamentacion
tedrica, para entender mejor la herramienta.

Las bacterias contienen en su ADN secuencias que usan como sistema de
defensa ante invasores. Estas secuencias provienen de infecciones anteriores de la
bacteria, en las cuales recoge trozos del codigo viral y los guarda en su propio
genoma. Esta accion se lleva a cabo para crear de alguna forma una memoria
inmunoldgica, de manera que cuando ésta vuelve a ser infectada, la bacteria lo
identifica gracias a ARNg, que unido a Cas identifica al ADN patogeno.

Todo el proceso anteriormente mencionado se ha dividido en tres fases
principales (Figura 2). Tras la infeccidn se produce la adaptacién; las bacterias
adquieren nuevos espaciadores del cédigo del invasor, es decir, acido nucleico
exdgeno en el locus CRISPR como nuevos espaciadores. En segundo lugar, se da la
biogénesis de ARN CRISPR (ARNcr); Las matrices CRISPR, tanto repeticiones
como espaciadores, del ADN bacteriano, son una base de datos que contienen
informacion sobre las secuencias de ADN que forman parte del sistema CRISPR en
distintos organismos. Se transcriben y posteriormente se procesan en pequefios a
ARNcr. En ultimo lugar tenemos la focalizacidén u orientacion; los ARNcr guian a las
nucleasas cas para la escision especifica de secuencias homoélogas. El hecho de que
el ARNcr sea una copia de las secuencias de ADN viral adquirido durante la
adaptaciéon, hace que sean coincidentes, y por tanto exactas, de manera que son

excelentes guias para que cas destruya el ADN del invasor.
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Figura 2. Las tres etapas de la inmunidad CRISPR. Las bacterias y arqueas usan el sistema
CRISPR/Cas como un mecanismo de defensa contra invasores, como virus y plasmidos. i) Adquisicion:
El organismo adquiere nuevas secuencias de ADN de los invasores y los asume como espaciadores
en su propio genoma. Esto proporciona “memoria inmunolégica”. ii) Biogénesis del ARNcr: Los genes
CRISPR se transcriben y procesan para formar el ARN guia o ARNcr que es complementario a los
invasores y se una a proteinas Cas, formando complejos que reconocen y se unen al ADN invasor. iii)
Interferencia: Los complejos ARNcr-Cas identifican y se unen al genoma del invasor gracias a la
complementariedad de secuencia. Las Cas cortan y desactivan el ADN invasor, protegiendo al
organismo (Barrangou & Marraffini, 2014).
2.4Clasificacion de los sistemas CRISPR/Cas

Segun las nucleasas principales de los sistemas CRISPR/Cas, estos se han
clasificado en tres tipos principales y 12 subtipos, basandose en su estructura y
funcién (Figura 3). La propiedad principal que define los tipos y subtipos de
CRISPR/Cas son los genes Cas y las proteinas que codifican. Estas proteinas son
altamente diversas tanto genética como funcionalmente, lo que refleja la gran variedad
de funciones bioguimicas que desempefian en las diferentes etapas de la inmunidad
mediada por CRISPR (Figura 4). (Barrangou & Marraffini, 2014).

Es importante que las proteinas Cas tengan capacidad de reconocimiento de
ARN. Para ello tienen regiones especificas 0 motivos que les permite reconocer y
unirse a ARN.

Estructuralmente, la mayoria de las proteinas Cas contienen dominios

funcionales (con una estructura y funcion especifica) que interactian con acidos



nucleicos (ARN y/o ADN), helicasas y nucleasas, encargadas de desenrollar y cortar
el ADN, respectivamente.

Por otro lado, genéticamente, Casl y Cas2 forman parte de todos los tipos y
subtipos, sin embargo, los tipos I, Il y Il tienen genes caracteristicos de Cas3, Cas9y
Casl10, respectivamente. Los sistemas de tipo | tienden a aparecer en bacterias, los
de tipo Il solo se han identificado en ellas también y los sistemas de tipo Ill en arqueas
e hipertermofilos.

SISTEMAS CRISPR

cas
| cast |
| Cas 2 |
L d
Tipol ‘ Tipo Il ‘ Tipo 1
F . . . _‘_/ \x
Cas 3 [ Cas 0 | |'H Cas 10 f:l
5 ” \\‘\.._______..‘-"f

Figura 3. Esquema de las proteinas Cas que forman los sistemas CRISPR/Cas y las diferencias de las
principales nucleasas segun el tipo de sistema, ya sea |, Il y lll. Basado en (Barrangou & Marraffini,

2014).
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Figura 4. Mecanismo de biogénesis y focalizacién de ARNcr en los tres tipos de sistemas CRISPR Cas.
En los sistemas CRISPR, el procesamiento del precursor de ARNcr sigue diferentes vias segun el tipo
de sistema. Los sistemas tipo | usan la Cas6, dentro del complejo CASCADE, procesan el pre-ARNCcr,
liberando ARNcr intermedios. Luego, el complejo CASCADE incorpora la Cas3 para escindir el ADN
objetivo complementario al protoespaciador. Los sistemas tipo Il cuando se procesa el pre-ARNcr se
necesita del complejo pre-ARNcr-ARNtracr, seguido por la escisién del ARNbc por la ARNasa Il del
huésped. Cas9 recorta las secuencias espaciadoras y repetidas en los ARNcr intermedios de estos
sistemas, dando lugar a loa ARNcr maduros. Los sistemas tipo Il usan la Cas 6 como los de tipo | para
procesar el pre-ARNcr, genera ARNcr intermedio que se incorpora a cmr/Cas10 o csm/Cas10. En estos
sistemas se da una mayor maduracion del ARNcr ya que pierde parte de la secuencia por el extremo
3’(Barrangou & Marraffini, 2014).

Los tipos de sistemas también pueden clasificarse segun dénde se encuentra
la secuencia PAM. Segun si se encuentra en un extremo del protoespaciador y esta

formado por un nimero de nucleétidos concreto se separa segun la siguiente tabla:

Extremo del N° de nucleodtidos
protoespaciador
Tipo | 5 2-3
Tipo Il 3 2-5
Tipo 1l No se conoce No caracterizados
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2.5Aplicacion del sistema CRISPR/Cas a la edicion gendmica

La fundamentacién del método CRISPR radica en su capacidad para dirigirse de
manera precisa y exacta a secuencias concretas de un ADN y realizar modificaciones
en estas. Esto se consigue mediante la conjugacion de distintos componentes que
dan lugar a esta excepcional maquinaria.

Para llevar a cabo su funcion en el laboratorio, hay que disefiar una molécula guia
de ARN: ARNsg (ARN guia sintético). Este en el proceso en bacterias es el que
anteriormente hemos nombrado con ARNcr. Su funcién, igual que en bacterias sera
guiar la nucleasa a la secuencia especifica del ADN que se desea modificar. EIl ARN
guia se disefia de manera que sea complementario al ADN objetivo, permitiendo una
union especifica entre ambos.

Posteriormente, el ARNg unido de manera especifica al ADN diana, guia a la
proteina Cas hacia la secuencia precisa en el genoma donde se realizara el corte. Una
vez que la proteina Cas se une al ARNg y reconoce el acido nucleico objetivo, crea
un corte de doble hebra en la molécula de ADN en el sitio objetivo.

Tras el corte, el organismo intentara reparar el ADN usando un proceso de
reparacion natural (Union de extremos no homologos (NHEJ), union de extremos
mediada por microhomologia (MMEJ) y reparacion dirigida por homologia (HDR)).
Esta técnica es util para suprimir genes no deseados, sin embargo, este proceso de

reparacion natural puede, a veces, inducir la insercion de un nuevo segmento de ADN.

3. Técnica CRISPR/Cas9

En el mundo de los sistemas CRISPR, destaca especialmente CRISPR/Cas9
debido a su versatilidad, eficaciay amplio rango de aplicaciones en la edicion genética.
Este sistema es derivado del sistema inmune de las bacterias y ha revolucionado la
biotecnologia por su capacidad de realizar cortes precisos de manera sencilla y

econdmica.

Cas9 es el gen caracteristico de los sistemas tipo Il. Cas9 es una proteina
multidominio completa y ejerce las funciones de complejos efectores, objetivo de
escision del ADN y también es responsable de la maduracion del ARNcr(Nishimasu et

al., 2014). La endonucleasa Cas9 necesita del ARN guia, con la que forma una
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estructura esencial necesaria para llevar a cabo su funcion de reconocimiento (Figura
5).

Cas9
T secuencia
genémica

“TITITTTTII TR,
g TI.I.I.I.I.I.II.I.I.II.I.I.I.II.I.
ARN guia

Figura 5. Esquema gréfico del sistema CRISPR/Cas9. La endonucleasa Cas9 corta en posiciones
precisas de las dos cadenas de ADN (formas geométricas) dirigida por una pequefia molécula de ARNg

gue se aparea con la secuencia de ADN del gen que se quiere editar (Giono, 2017).

Se piensa que este sistema evoluciono a partir de la recombinacién entre genes
de tipo | y Cas9(Chylinski et al., 2014). Ademas de Cas9, incluye los genes Casl y
Cas2, que son comunes en todos los tipos de sistemas CRISPR, asi como genes para
ARNTtracr.

Los loci tipo Il contienen uno o dos genes de un ARN que, junto con el ARNg,
forman la estructura que guia Cas9 al sitio objetivo, el ARNtracr. Este es parcialmente
homélogo a CRISPR y se usa junto con la RNasa lll celular para procesar el pre-
ARNCr.

La proteina Cas9 tiene dos dominios de nucleasa esenciales para la escisién,
el primero es similar a RuvC y el segundo es el dominio HNH, en medio de la proteina
(Figura 6).
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Figura 6. CRISPR/Cas como sistema de defensa. Ante una segunda infeccion, la bacteria activa el
sistema CRISPR/Cas, donde el ARNcr reconoce la secuencia exégena adyacente a PAM y forma un
complejo ADN-ARN. La enzima Cas, a través de sus dominios RuvC y HNH, corta ambas hebras de
ADN. Estos cortes se reparan mediante dos mecanismos: NHEJ; es impreciso y puede alterar el marco
de lectura, y HDR; usa un ADN molde para insertar una secuencia especifica (Lammoglia-Cobo MF et
al., 2016).

Se ha visto que los transposones, secuencias que tienen la capacidad de
moverse dentro del genoma, podrian ser la fuente de dominio de nucleasa de Cas9,
ya que los transposones codificados por nucleasa y Cas9 comparten similitudes

estructurales y funcionales.

Los sistemas tipo Il se clasifican en tres subtipos con sus genes caracteristicos:
lI-A; contiene el gen csn2, 1I-B; tiene como gen caracteristico el gen Cas9, pero
contiene también Cas4 ademas de Casly Cas2, II-C; contiene solo tres genes: Casl,

Cas2 y Cas9 en su operon.
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Los sistemas como el tipo Il tienen un mecanismo de accion distintivo: éstos
forman un duplex entre ARNtracr y una parte de la regién repetitiva del pre-ARNCcr,
donde ocurre la escision inicial. Esta escision inicial se ve facilitada por la presencia
de Cas9 y catalizada por la ARNasa lll. Estos sistemas han sido explorados
recientemente para ver sus aplicaciones en edicién genética y biotecnologia, debido

a su facilidad de uso, precision, versatilidad, eficiencia y bajo costo.

El sistema CRISPR/Cas, que actia como un sistema inmune adaptativo en
bacterias y arqueas, se basa en dos componentes principales: la matriz CRISPR y los
genes Cas (CRISPR-associated). La matriz CRISPR contiene repeticiones directas
palindrémicas separadas por regiones espaciadoras de 30 a 40 pares de bases, que
funcionan como memoria inmunoldgica al provenir de virus invasores. Los genes Cas
codifican proteinas, generalmente nucleasas, y estan organizados en operones con
otros elementos reguladores y de procesamiento. EI mecanismo de defensa del

sistema CRISPR/Cas se divide en tres etapas: adaptacion, biogénesis e interferencia.

3.1Adaptacion

Es la etapa en la que las proteinas Cas, unidas al ARNg, se unen al ADN
bicatenario después de que encuentran al PAM (motivo adyacente al protoespaciador)
e introducen dos roturas bicatenarias en esa regiéon. Cuando se produce esta rotura
en el genoma del patégeno se le da el nombre de protoespaciador al fragmento
liberado, el cual después se introduce en la matriz CRISPR del hospedador. La
secuencia se introduce por completo gracias a la actuacion de la maquinaria del
hospedador que repara la matriz CRISPR. Cuando esta sufre la reparacion, se dice

gue la matriz ha adquirido o incorporado un nuevo espaciador.

Para este proceso de adquisicion o incorporacion de espaciadores existen dos
vias posibles: la via ingenua y la via preparada. La principal diferencia es que en la
via ingenua no se ha reconocido antes el patégeno, ya que no hay un atague previo.
Sin embargo, en la via preparada el patbgeno ya ha atacado previamente, lo cual le

da su nombre a la via. En ambas las proteinas Casl y Cas2 son esenciales.

En la via de adquisicién ingenua, el organismo no ha sido previamente atacado,
y las proteinas efectoras Casl y Cas2 trabajan juntas para reconocer e integrar el

material genético del patégeno invasor. Luego, estas secuencias capturadas se
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integran en la matriz CRISPR del organismo huésped como nuevos espaciadores, lo

gue proporciona la memoria inmunoldgica para futuras invasiones.

Por otro lado, en la via de adquisicién preparada, el organismo ya ha sido
previamente atacado por el patdgeno, y las proteinas Casl y Cas2 que integran los
espaciadores, los cuales ya estan reconocidos por ciertos elementos en los motivos

adyacentes al protoespaciador (PAM).

Casl y Cas2 son proteinas esenciales en el reconocimiento y adquisicion de
espaciadores en el sistema CRISPR Cas. Ambas juntas forman el complejo Casl 4-
Cas2 2, en este complejo la proteina Casl tiene un dominio de reconocimiento PAM.
Este complejo se une al protoespaciador y cataliza un proceso quimico en el que un
enlace fosfodiéster en el ADN objetivo reacciona con el grupo hidroxilo (-OH) en el
extremo 3’ de la secuencia de ADN, formando una union nueva y permitiendo la

integracion del espaciador.

Existen sistemas que carecen de las proteinas Casl y Cas2. En este caso,
tienen que desarrollar otros mecanismos de adaptacion, como por ejemplo el sistema
IF de las Pseudomonas aeruginosa. Para su funcidn, estos sistemas necesitan de otra
proteina Cas. El sistema IB requiere de Cas4 para lograr la adaptacion. En el caso de
los sistemas tipo II-A, Cas9 recluta las proteinas Casl, Cas2 y csn2 para la integracion
de nuevos espaciadores. Cas9 es la responsable de identificar la region PAM en el

protoespaciador.
A la adquisicion del espaciador le sigue la biogénesis del ARNcr.

3.2Biogénesis del ARNcr

El proceso de biogénesis es diferente en el caso de los sistemas de clase tipo
Il. En ellos implica dos pasos de escisidn que son catalizados por la RNasa lll y el
ARNCcr activador trans (ARNtracr), el primero dentro de las repeticiones y el segundo
dentro de los espaciadores. Los ARNtracr son los ARN no codificantes que tienen

interaccién con la unidad estructural repetida de la transcripcién del pre-ARNCcr.

Para llevar a cabo este paso, la matriz CRISPR se debe transcribir en pre-ARN
CRISPR. Esto es el comienzo de la biogénesis del ARNcr, la ARN polimerasa usa la

region promotora asociada con el locus CRISPR para sintetizar una cadena de ARN
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gue contienen secuencias que corresponden a los espaciadores y las secuencias

directas repetidas que forman parte de la matriz CRISPR.

La transcripcion da como resultado el pre-ARNcr, precursor del ARNcr que
contiene secuencias de espaciadores intercaladas con repeticiones. Este precursor
debe ser procesado para generar el ARNcr. Generalmente es procesado por Casé6,
una enzima que corta en sitios especificos dentro de las repeticiones, generando

ARNCcr individuales por cada espaciador.

Una vez que ya se han procesado los ARNCcr individuales se le unen a cada
uno de ellos una proteina Cas9 que da lugar a un complejo ARN guia-Cas9. Esta
interaccion es crucial para dirigir la actividad de la Cas9 hacia el ADN objetivo
complementario al espaciador presente en el ARNcr. Cuando el ARNcr se une a Cas9,
forma un duplex de ARN. Este se sitla entre el ARNcr y la secuencia complementaria
en el ADN objetivo. Este duplex es necesario para dirigir la actividad de la nucleasa

Cas9 y estabilizar el complejo.

Para llevar a cabo su funcion, el complejo ARNg-Cas9 debe ser activado. Para
la activacion debe encontrarse el complejo con la secuencia complementaria en el
ADN obijetivo junto a una secuencia PAM. La secuencia PAM es esencial para la

especificidad de la unién y activaciéon de ARNg-Cas9.

Mas tarde, cuando el complejo ARN guia-Cas9 es activado, induce una escision
en el ADNbc del huésped mediante la RNasa lll, reconoce y corta especificamente el
duplex de ARN en un sitio determinado. Esta escisidbn es un paso critico para la

maduracién del ARNcr.

La escisién por la RNasa Ill genera un ARNcr intermedio que contiene la
secuencia complementaria al espaciador del CRISPR y necesita un procesamiento
adicional por la nucleasa Cas9 para convertirse en un ARNcr maduro y funcional. Este
ARNcr maduro pierde su etiqueta de nucleétidos en el extremo 5' y retiene 20
nucleotidos de la secuencia repetida, elementos esenciales para el reconocimiento y
la direccion de la actividad de Cas9 hacia el ADN diana. Esto permite una ediciéon
precisa del genoma, posibilitando la insercion, eliminacibn o modificacion de

secuencias especificas de ADN.
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3.3Interferencia

La interferencia es la etapa final de la respuesta inmune adaptativa CRISPR en
la cual el ADN obijetivo es reconocido por CRISPR a través del ARNcr maduro unido
a la secuencia objetivo y es escindido por las nucleasas efectoras. Los sistemas de
tipo 1l son los Unicos que requieren un Unico complejo para la interferencia del objetivo.

Por otro lado, los tipos I, Il y V reconocen caracteristicamente regiones PAM.

En los sistemas tipo Il, el duplex ARNcr-ARNtracr guia a la Cas9 para introducir
una rotura de ADN de doble cadena en el objetivo. E | mecanismo molecular de la
interferencia se puede ver en la figura 7.
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Figura 7. Se ve representado el mecanismo molecular del funcionamiento de los sistemas CRISPR/Cas
tipo I, 11 y ll. Estos sistemas llevan a cabo su funcién en tres pasos principales: 1) Adaptacién. En ella
se da el reconocimiento del protoespaciador y su incorporacion al locus CRISPR por el complejo

Casl/Cas2. Se reflejan cuadros negros que corresponden a las secuencias cortas repetidas y los
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demas cuadros azules y rojos que corresponden a las secuencias espaciadoras. Todos ellos forman la
matriz CRISPR. El reconocimiento depende de PAM en el caso de los tipos | y II, sin embargo, en el
tipo Il es independiente de ella. 2) Biogénesis de ARNcr. Es la expresion del locus CRISPR en
pequefios pre-ARNcr y posteriormente en ARNcr maduro, segun el tipo de sistema involucra la
formacion de estructuras especificas. Los sistemas de tipo | necesitan el complejo CASCADE para
unirse al pre-ARNcr y forma una estructura en forma de horquilla. Para escindir esta union usa Cas6.
Los sistemas tipo Il carecen del complejo CASCADE, forman otro complejo que une ARNtracr y pre-
ARNCcr, el cudl sera escindido por la ARNasa Ill en presencia de Cas9. Los sistemas tipo Ill necesitan
la Cas6 para procesar el ARNcr que se transfiere a las proteinas Cas csm/cmr. Cada ARNcr se
compone de un espaciador, un complejo CRISPR/Cas parcial y proteinas Cas. 3) Interferencia. Este
ultimo paso implica la identificacién del ADN objetivo basado en la complementariedad del espaciador
del ARNcr y el ADN objetivo. Luego se da la escision mediante nucleasas, los sistemas tipo | usan
Cas3, los sistemas tipo Il usan Cas9 y los sistemas tipo Ill necesitan a csm para llevarla a cabo

(triangulos morados). Si el sistema es tipo IlIB implica cmr (Bhatia et al., 2023).

3.4Reparacion

Posteriormente a la entrega del sistema mediante los métodos comentados, el
siguiente paso es la reparacion. CRISPR lleva a cabo su funcion generando DSB en
un sitio especifico del ADN. Después del corte, las células pierden la capacidad de
sobrevivir si éste no se ve reparado por un mecanismo. Algunas de las formas de

reparacion son:

3.4.1 Union de extremos no homélogos (NHEJ).

Es la via predominante de reparacion de DSB en mamiferos. Tiene lugar a lo largo
del ciclo celular, a gran velocidad. Los extremos que han quedado después de la rotura
se uneny protegen rapidamente mediante el heterodimero Ku70-Ku80 (Ku). Después,
Ku se encarga de alistar y activar ADN-PKcs, la subunidad catalitica de la proteina
guinasa dependiente de ADN. La actividad de esta subunidad es esencial para este
método de reparacion. Ademas, Ku recluta los factores NHEJ XRCC4, XLF y ADN
ligasa IV (LIG4). Inicialmente, estos factores forman un complejo sinaptico de largo
alcance que une los extremos. La autofosforilacion de ADN-PKcs conduce a su
disociacion del ADN y a la transicidén del complejo a uno de corto alcance, donde los
extremos estan alineados estrechamente para permitir el procesamiento final y la
consecutiva ligadura por LIG4.El complejo sinaptico de corto alcance asegura que los
extremos del ADN se liguen tan pronto como se vuelven compatibles, limitando asi el

procesamiento de los extremos del ADN y minimizando la mutagénesis.
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3.4.2 Reparacién dirigida por homologia dependiente del donante (HDR).

La reparacién homologa dirigida (HDR) usa plantillas de ADN homdlogas para
reparar roturas de doble cadena (DSB) y mayormente precisa (Figura 8). Sin embargo,
si no se regula adecuadamente, puede causar reordenamientos gendémicos e
inestabilidad. Para iniciar HDR, se requiere una extirpacién extensa de los extremos
del ADN, facilitada por el complejo MRN-CtIP y extendida por enzimas como EXO1y
DNAZ2. Esto crea colas de ADN de una sola hebra (ssDNA) que buscan secuencias
homdlogas para usar como plantillas de reparacién. En la edicion genémica, se utilizan
diferentes tipos de plantillas de ADN, como ADN de doble hebra (dsDNA),
oligodesoxinucleétidos de hebra simple (ssODN) y plantilas cromatizadas. La
reparacion con dsDNA y ssODN puede ser dependiente o independiente de RAD51,

respectivamente.

‘ Complex formation
gRNA and target binding

+ =" m@
Spacer / Target+PAM
Target cleavage

(DSB formation)

oy W
Non-homologous Homology directed

end joining (NHEJ) / \ repair (HDR)

WT ALLLLLLLLLLLILL
: ALLRARR NN RRRRRIRLS
Insertion (ARRRERRTRNNNINY] Repair template with homology arms,
desired genomic edit and PAM mutation
Deletion AL l
Frameshift WL Precise edit TTTTTRRTIRETTNVINITE

Figura 8. Reparacion de las roturas inducidas por CRISPR/Cas9. Una rotura de doble cadena (DSB)
en la secuencia objetivo se puede reparar mediante vias de unién de extremos no homadlogos (NHEJ)
o reparacion dirigida por homologia (HDR) (Dow, 2015).

3.5 Administracion del sistema CRISPR/Cas al huésped

Los pasos anteriormente nombrados se dan en los sistemas en bacterias. Sin
embargo, para su uso en ingenieria genética se debe realizar la administracion de
este sistema al organismo que contiene el ADN diana. La entrega implica la seleccion
cuidadosa del método de entrega mas adecuado segun el tipo de células, el objetivo

de estudio o tratamiento. No obstante, antes de utilizar el sistema CRISPR/Cas, es
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fundamental disefiar cuidadosamente el experimento, eligiendo una enzima Cas
adecuada y un ARN guia (ARNg) optimizado. La secuencia PAM (Protospacer
Adjacent Motif) es crucial al seleccionar la enzima Cas, ya que determina los posibles

sitios de edicion en el genoma.

Generalmente, se utilizan dos enzimas Cas principales: Cas9 y Cas12. Cas9,
la primera en ser utilizada y atn la mas popular, requiere un ARNg que puede ser de
dos tipos: un ARN guia unico (ARNsg) o un ARNg de dos partes, compuesto por el
ARNcr y el ARNtracr. Por otro lado, Cas12a utiliza un ARNg de una sola molécula,
también conocido como ARNcr (Bhatia et al., 2023).

El siguiente paso es la transfeccion, que es el proceso de introducir ADN o0 ARN
en las células. A través del uso de ADN plasmidico en la transfeccion, se pueden
codificar tanto la proteina Cas9 como el ARNg. Alternativamente, Cas9 puede
administrarse como ADN plasmidico mientras que el ARNg se introduce como un
oligonucledtido de ARN. Existen diversas formas de entregar Cas9, como se ilustra

en la siguiente figura (Figura 9).

All in one plasmid expressing Cas9 and guide RNA.
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Figura 9. Diferentes formas de entrega de Cas9 al sistema anfitrion. En el primer plasmido vemos un
todo en uno, expresa tanto Cas9 como el ARNg. Es una perspectiva muy practico y eficiente. Por otro
lado, el segundo caso es un plasmido separado, expresa la nickasa Cas9 y los ARNg, es menos
eficiente en cuestion de tiempo. El tercer caso Cas9 se administra como ADN plasmidico y el ARNg
como oligonucleétidos de ARN sintéticos o transcritos in vitro (Bhatia et al., 2023).

La enzima Cas9 en su forma silvestre contiene dos dominios de endonucleasas
que, cuando se programan con ARNg, escinden el ADN objetivo en ambas hebras,
creando roturas de doble cadena en el ADN objetivo. Para generar mellas, se
introduce la mutacion D10A, transformando Cas 9 en nickasa D10A, o Cas9n, que
corta en lugar de escindir el ADN para producir roturas monocatenarias, y la posterior
reparacion a traves de HDR(homology directed repair) (Ran et al., 2013). Este mutante
de Cas9, se usa como una herramienta versatil y refinada que mejora la seguridad de
las técnicas de edicion del genoma. Se puede usar con ARNg emparejados para
dirigirse a hebras opuestas, mejorando asi la precision de corte. Este método es
ventajoso porque permite la entrega sencilla de ARNm y ARNg como un unico

reactivo.

La edicion del genoma basada en ARN es altamente especifica y presenta
varias ventajas importantes. Una de las principales ventajas es la rapida expresion
geénica, lo que permite que los cambios deseados se realicen en un corto periodo de
tiempo. Ademas, al no integrar ADN adicional en el genoma de la célula, se elimina el

riesgo de mutagénesis por insercion, o que hace que este método sea mas seguro.

Para lograr una edicion gendmica rapida y eficiente, se puede utilizar la proteina
Cas9 purificada en combinacion con ARN guia (ARNg) para formar un complejo
ribonucleoproteico (RNP). Este complejo RNP permite una entrega precisa y directa
del sistema de edicion al ADN diana, facilitando la realizacién de cortes especificos
en el genoma sin la necesidad de que el ADN plasmidico se integre en el genoma de
la célula. Este enfoque no solo aumenta la eficiencia de la edicién, sino que también
reduce el riesgo de efectos secundarios no deseados, haciendo que la técnica sea

mas controlada y segura (Bhatia et al., 2023).

La entrega de los componentes del sistema es una tarea esencial. Por problemas
asociados con la carga de plasmidos (problemas de sincronizacién, citotoxicidad,
actividad prolongada y eficiencia de edicion variable), la entrega CRISPR RNP es

Optima para la tarea, ya que RNP se activan rapidamente, tienen varios vehiculos de
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entrega, mayor precision y menos efectos fuera del objetivo. Se lleva a cabo mediante

diferentes métodos incluidos virales, no virales y fisicos (Figura 10).

3.5.1 Entrega viral

La administracion viral es uno de los métodos mas usados para conseguir la
expresion de Cas9, ya que los virus son muy eficientes al invadir células e inducir
proteinas del invasor dentro del huésped. Con el avance de las tecnologias de
ingenieria genética, se ha hecho posible eliminar los genes responsables de la
replicacion (genes rep) de algunos virus y reemplazarlos por un transgén de interés.
Esta técnica se usa principalmente en el @&mbito terapéutico. Como resultado, el virus
modificado puede introducirse en la célula huésped y expresar el transgén insertado,
pero ya no puede replicarse ni propagarse a nuevas ceélulas, quitando asi el riesgo de
gue el virus se replique y cause infecciones adicionales (Bhatia et al., 2023).

Para asegurar que estos transgenes se expresan a largo plazo se usan tres
vectores virales principalmente: los vectores adenoasociados (AAVV), los vectores

adenovirales de tamafio completo (AdV) y los vectores lentivirales (LV).

AAVV AdV LV
Tamaino de carga | Pequenios, El tamafio de Pueden entregar
gue puede demasiado como | carga no limitala | la carga de
entregar para transportar | entrega, por ello | cualquier tamafio
aCas9y al se les llama de
ARNg tamafio completo
Eficiencia de No pueden Tienen la Muy eficientes en
infeccion infectar en capacidad de infectar en
divisiéon infectar células divisién y no
Generan una en division y no division

respuesta leve en | divisién

el huésped
Integracion en el | No se integran No se introducen | Hay posibilidad
genoma del en el huésped de que se integre
huésped (implicaciones de
seguridad
asociadas)
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Aplicaciones Ataca células - Silencia SMAD3 | - Tratar el
actuales endoteliales de los carcinoma
vasculares de la | fibroblastos del hepatocelular
retina humanay | pulmén humano y | humano
del cerebro las células eliminando el gen
endoteliales HIF-1a
bronquiales - Atacar a Kras
- Generar alles y suprimir el
modelos de raton | crecimiento
con cancer de canceroso
pulmon
impulsado por
EML4-ALK
Otros No patdgenos Pueden causar Son retrovirus

Mas adecuados
para farmacos
(no causan
enfermedades en

humanos)

respuestas
inmunes
indeseables y
efectos fuera del
objetivo (dafos al

huésped).

Tabla 1. Diferentes vectores virales para la entrega de CRISPR/Cas9.

Los vectores virales son prometedores para la administracion de CRISPR debido
a su capacidad de reorientarse hacia casi cualquier tejido o tipo de célula y a su
versatilidad para administrarse local o sistémicamente. La opcion preferida para la
edicion del genoma in vivo han sido los AAVV, con ortélogos mas pequefios de Cas9,
mas faciles de empaquetar, ya que AAVV no soporta mucha carga de entrega (Torres-
Ruiz & Rodriguez-Perales, 2017).

3.5.2 Entrega no viral.

Los sistemas de entrega no virales pueden transportar ADN plasmidico, ARNm y
RNP. Son una alternativa adecuada para el cultivo celular, ya que tienen altos niveles
de expresion, reproductividad y velocidad. Los sistemas de entrega no virales mas
usados son los métodos fisicos: la nucleofeccidn, electroporacién y transfeccién con

agentes liposomales. Estos son especialmente Utiles porque su naturaleza transitoria,
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no se integran en el genoma, los hace preferibles sobre sistemas integradores, como

los lentivirus, que pueden tener efectos fuera del objetivo.

La electroporacion es el sistema mas comun debido a su aplicabilidad en una
amplia gama de células, incluida la modificacion del genoma exvivo en entornos
clinicos. Sin embargo, su eficacia varia segun el tipo de célula. Aunque la
electroporaciéon es ampliamente aplicable, su eficacia en entornos in vivo es limitada.
Ultimamente, la entrega hidrodinamica se ha propuesto como una alternativa para la
administracion no viral y ha demostrado su efectividad en el higado de ratones. Este
método se basa en la inyeccion rapida de una gran cantidad de solucién que contiene
el material genético, aprovechando el aumento temporal de la presion hidrodinamica

en los vasos sanguineos para facilitar la entrada del material en las células

Por otro lado, sus usos pueden asociarse con problemas cardiovasculares y
hepaticos, lo cual plantea preocupaciones sobre su aplicacion.
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Figura 10. Diferentes métodos virales, no virales y fisicos para la administracién de sistemas
CRISPR/Cas al huésped (Bhatia et al., 2023).

3.6Evolucion lamarckiana vs. darwiniana

Los loci CRISPR modificados pueden transmitirse a la siguiente generacion, lo
gue ejemplifica la evolucién lamarckiana (Barrangou & Marraffini, 2014).

Esta heredabilidad de las caracteristicas adquiridas y los patrones de evoluciéon
de CRISPR/Cas muestran una tendencia no aleatoria en el muestreo y adquisicion de
nuevos espaciadores, que funcionan como memoria genética, aunque esto no
siempre es asi, en algunas especies la adquisicion de nuevos loci si que es aleatoria.

Cuando se da una adquisicion no aleatoria, esto es beneficioso para el huésped
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inmunizado, ya que este rasgo fenotipico se transmite a la linea celular superviviente,
gracias a la adquisicién de nuevos espaciadores.
Esta adquisicion heredada proporciona resistencia a fagos, lo que contrasta la

evolucion lamarckiana y darwiniana.

Los loci CRISPR representan un ejemplo auténtico de evolucion lamarckiana. Esta
evolucién se evidencia en la relacion directa entre el genotipo adquirido y el cambio
fenotipico correspondiente, esencial en el proceso evolutivo. Ademas, las sefales
ambientales desencadenan cambios genéticos hereditarios que proporcionan
adaptacion, respaldando asi el argumento lamarckiano. La coexistencia natural de una
diversidad de genotipos CRISPR respalda la naturaleza lamarckiana
matematicamente predicha de la evolucién del genotipo CRISPR en poblaciones
mixtas. Aunque algunos aspectos coinciden con la evolucion darwiniana, la mayor
aptitud de las variantes que han adquirido nuevos espaciadores y el conocimiento
preciso del tipo de evolucion que los sistemas CRISPR proporcionan a las bacterias

evidencian la complejidad del proceso evolutivo en este contexto.

2. Consecuencias y aplicaciones CRISPR/Cas9

4.1Consecuencias de CRISPR/Cas9

4.1.1 Inserciones y reemplazo de genes

Como se ha comentado anteriormente, existen dos mecanismos de reparacion
principales: NHEJ y HDR. NHEJ tiene mayor actividad y tiene mayor probabilidad de
error que HDR. Debido a su mayor probabilidad de error, cuando se usa NHEJ se
producen tanto inserciones como deleciones (Figura 11) (Adhikari & Poudel, 2020). Esto
puede dar lugar a mutaciones. Algunas de ellas son utiles en investigacion genética
para estudiar la funcién de genes y crear modelos animales. En terapia génica,
permiten la correccion de genes defectuosos para tratar enfermedades genéticas. En
agricultura, pueden proporcionar resistencia a enfermedades y plagas, reduciendo el
uso de pesticidas. Sin embargo, debido a su naturaleza aleatoria, se prefiere el uso

de HDR para ediciones mas precisas.

La tecnologia CRISPR/Cas9 ha sido fundamental en el desarrollo de cultivos
resistentes a herbicidas mediante la insercién y reemplazo de genes. Por ejemplo, la

sustitucion de aminoéacidos clave en las enzimas ALS y EPSPS puede conferir
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resistencia a herbicidas como las sulfonilureas. Se ha desarrollado arroz resistente a
herbicidas mediante diversas técnicas, como la alteracion de la ADN ligasa 4, la
focalizacion de intrones, el uso de dos ARN guia (ARNsg) y ARN quiméricos que
transportan secuencias de plantilla de reparacion y el sitio objetivo (Butt et al., 2017)..

En resumen, la eleccion entre NHEJ y HDR en la edicion genética con
CRISPR/Cas9 depende de la necesidad de precision. NHEJ es util para generar
mutaciones y estudiar funciones de genes, mientras que HDR es preferido para
inserciones y reemplazos de genes mas precisos, siendo clave en aplicaciones

agricolas y terapéuticas avanzadas.

l Cleavage by nucleases
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Figura 11. Proceso de insercién cromosémica. Las roturas de doble cadena (DSB) inducidas por las
nucleasas pueden reparar se de dos formas. Una de ellas es la reparacion dirigida por homologia
(HDR), que requiere de un ADN donante o un ssODN (oligodesoxinucledtido monocatenario) con
brazos homélogos. Esta puede resultar en la insercion, correccion o punto de cambio de nucleétidos.
La otra forma es la unién de extremos no homélogos (NHEJ), que no necesita de un ADN donante o

un ssODN, y suele provocar pequefias inserciones y eliminaciones (indels).(Kim & Kim, 2014)

4.1.2 Inversiones y translocaciones

Otra de las mutaciones que se pueden generar con la técnica CRISPR/Cas9
son las inversiones. Estas se generan al producirse dos DSBs en el mismo
cromosoma, Yy, posteriormente, se invierte el fragmento generado o se produce una

larga eliminacién al reparar los cortes mediante NHEJ.
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Por otro lado, tenemos las translocaciones cromosomicas. Esta modificacion, a
diferencia de las inversiones, usa dos sgRNAs que generan DSB en dos loci de
cromosomas no homélogos, seguidos de la reparacién por NHEJ, un proceso que
puede darse in vivo (Figura 12). Esta técnica es Util a la hora de estudiar ciertos tipos

de canceres.

Cleavage by two nucleases _
on a single chromosome [ v i
el —
0 Cleavage by two nucleases on
Two DSBs two different chromosomes
|
DNA repair | |
by NHE]
[ e ‘ |
[ — ‘ :
Large deletion DNA repair
Or by NHE]
-
_— :

Inversion

Translocations

Nature Reviews | Genetics

Figura 12. Proceso de inversion y translocacién cromosémica. Cuando se generan dos DSB en cis en

un solo cromosoma (b)da como resultado una larga regidn eliminada o una inversién. Cuando se generan

dos DSB en dos cromosomas diferentes (c), se producen las translocaciones. (Kim & Kim, 2014)

4.2 Terapia génica

La terapia génica es muy atractiva, ya que tiene potencial para reparar
permanentemente la secuencia que causa la enfermedad, evitando asi la necesidad
de tratamientos adicionales. En el dltimo par de décadas se ha estado estudiando el
uso de nucleasas programables para llevar a cabo las modificaciones del locus de

interés, solucionando asi el problema.

CRISPR/Cas9 tiene una gran capacidad para tratar trastornos genéticos. Esto
es debido a que el apareamiento de bases entre sgRNA y el ADN objetivo le confiere
especificidad. Esto hace que sea un complejo facil de usar y personalizable, lo cual lo

hace realmente atractivo para su uso en terapia génica.

Las enfermedades mas adecuadas para la ediciéon con CRISPR/Cas9 son

aquellas monogénicas (Giono, 2017), que requieren apuntar a un solo alelo, ya que la
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eficiencia bialélica es mucho menor. Las enfermedades que involucran multiples
mutaciones son mas complejas de tratar con CRISPR/Cas9, pero se cree que en un
futuro podria permitir la focalizacion simultanea debido a su capacidad para editar
multiples sitios en el genoma (multiplexacién). Hoy en dia ya hay algunas
enfermedades que pueden tratarse con CRISPR/Cas9, las cuales vemos reflejadas

en la Tabla 2.

Por otro lado, se ha visto que, para las enfermedades causadas por productos
genéticos patdgenos, CRISPR/Cas9 puede alterar el alelo dominante mediante NHEJ.
Si la enfermedad es causada por la pérdida de funcién de un gen, este puede
corregirse usando HDR, con una copia funcional del gen proporcionada en una

plantilla (donante) (Ran et al., 2013).

p-Thalassaemia Deletion in HBB Electroporation Human iPSCs 17.6% Xie et al. (2014b)
Intracytoplasmic Human 14.3% Liang et al. (2015)
injection triponuclear
zygotes
Cystic fibrosis Deletion in CFTR Lipofection Human intestinal Unknown-edited Schwank et al. (2013)
organoids cells were
selected
Hereditary Point mutation in Hydrodynamic in vivo mice 0.40 +0.12% Yin et al. (2014)
tyrosinemia FAH injection hepatocytes
HIV-1 CCR5A32 Electroporation Human iPSCs 100% Zhu et al. (2015)
Inactivation of Nucleofection JLat10.6 cells 30% Ye et al. (2014)
proviral DNA
Duchenne Exon deletion in Electroporation Human iPSCs 50% Li et al. (2015)
muscular dystrophin
dystrophy gene
al-Antitrypsin Point mutation in Electroporation Human iPSCs 18.8% Smith et al. (2014a)
deficiency SERPINA1
Polycythaemia Point mutation in Electroporation Human iP5Cs 9.15% Smith et al. (2014a)
vera JAK2
Cataracts Deletion in Crygc Electroporation Mouse 29.7% Wu et al. (2014)
spermatogonial
stem cells
Epstein-Barr Inactivation of Electroporation Human epithelial 94.2% Yuen et al. (2015)
virus viral promoter cell lines
LDL-C Disruption of Pcsk9 Adenovirus in vivo mice 50% Ran et al. (2015)
hepatocytes
Adeno-associated 40% Ding et al. (2014)

virus

Tabla 2. Enfermedades genéticas que se han corregido con éxito en células mediante tecnologia
CRISPR-Cas9. (Eloise J. Lockyer, 2016)
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4.3VIH

En 2015, Weijun Zhu y varios compafieros llevaron a cabo un estudio donde se
investigd la eficacia de CRISPR/Cas9 para inactivar el ADN del VIH-1 latente en
células infectadas. En este estudio se probaron 10 sitios en el ADN del VIH-1 como
blancos potenciales para CRISPR/Cas9. Se observé que el sistema CRISPR/Cas9
muté eficientemente todos los sitios objetivo, siendo en el décimo sitio donde se
mostré la mayor tasa de mutacion. A este sitio se le denomin6 T10, y se encuentra
concretamente en el segundo exén de Rev. Esto redujo la produccion viral en un 20%.
Estos resultados sugirieron que CRISPR/Cas9 podria ser una estrategia prometedora
para inactivar el ADN proviral del VIH-1 latente (que se ha introducido, pero no esta
activo).

El sistema CRISPR/Cas9 elimina los reservorios de VIH-1 en estado latente y
puede dirigirse tanto al ADN del VIH-1 inactivo como al activo con una eficiencia
similar. Cuando el equipo de Zhu identifico el sitio especifico, T10, estaban buscando
una proteina viral de VIH-1 que tuviera un papel crucial en la regulacion de la

expresion génica y la replicacion del virus, en este caso Rev.

La eficacia de CRISPR/Cas9 en la inactivacion del ADN de VIH-1 latente se evaluo
mediante la introduccion del sistema en células JLat10.6 (infectadas latentes con VIH-
1). Los resultados observados respaldaron la hipétesis principal de la capacidad de
mutacion del ADN proviral que tiene CRISPR/Cas9 (Zhu et al., 2015).

5. Inconvenientes del sistema CRISPR/Cas9: efectos Off target

Aunque el sistema CRISPR/Cas9 es una herramienta muy 0til para la edicién de
genomas debido a su bajo coste y su facilidad de uso, también presenta
inconvenientes. El principal inconveniente es la generacién de mutaciones off target,
es decir, en sitios fuera del objetivo previsto. Estos efectos ocurren porgue en su
origen (bacterias), el sistema esta disefiado como un sistema inmune adaptativo, para
reconocer y destruir ADN viral variable. Sin embargo, esta flexibilidad de
reconocimiento de secuencias puede dar lugar a mutaciones no deseadas cuando se

usa en la modificacion genémica (Ma et al., 2014).
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Estos efectos pueden ser dependientes del sgRNA, con Cas9 tolerando hasta 3
desalineaciones entre SgRNA y el ADN genomico, pero también pueden ocurrir de
manera independiente del sgRNA.

Para evaluar los efectos off-target en CRISPR/Cas9, se compararon tres variantes
de Cas9 (eSpCas9, SpCas9-HF1, hypaCas9) para estimar la actividad en sitios
objetivo y off-target. Métodos como GUIDE-seq'se utilizaron para mostrar la reduccién
en el numero de sitios fuera de objetivo con las variantes de Cas9 de alta fidelidad,
como eSpCas9, SpCas9-HF1 y hypaCas9. Estos enfoques permitieron identificar que,
por ejemplo, de los 134 sitios fuera de objetivo de un sgRNA dirigido a VEGFA (factor
de crecimiento endotelial vascular A) con SpCas9, solo 19, 24 y 18 de esos sitios fuera
de objetivo también fueron detectables con eSpCas9, SpCas9-HF1 y hypaCas9,

respectivamente.

Como posible solucion a este problema, se desarrollaron otros métodos como
alternativa a GUIDE-seq, métodos como Digenome-seq?, BLESS®y BLISS#, para
identificar y caracterizar los efectos fuera del objetivo (off targets) con alta sensibilidad

y precision en la edicion genémica con CRISPR/Cas9. Estos complementaban las

! GUIDE-Seq (Genome-wide, Unbiased Identification of DSBs Enabled by Sequencing) es un método
gue identifica con precision las rupturas de doble cadena (DSB) del ADN causadas por nucleasas como
CRISPR/Cas9. Insertando un oligonucledtido en los sitios de ruptura y luego secuenciandolos, permite
mapear cortes en sitios objetivo y fuera de objetivo (off-target). Este método es altamente sensible y
preciso, esencial para detectar cortes no deseados y mejorar la seguridad en la edicién genémica.

2Digenome-seq es un método que consiste en la digestion de ADN purificado con complejos
Cas9/ARNg, seguido de la secuenciacion del genoma completo. Este enfoque es muy sensible para
identificar sitios fuera del objetivo, aunque puede resultar costoso y requiere una cobertura de

secuenciacion alta, asi como un genoma de referencia para comparar los datos obtenidos.

3 BLESS marca las roturas de doble cadena (DSBs) en el genoma y luego secuencia estas regiones.
Este método es util para capturar perfiles de DSBs y detectar modificaciones fuera del objetivo, pero
puede ser costoso y tiene dificultades para detectar grandes deleciones, deleciones cromosémicas y
translocaciones.

4 BLISS también marca in situ las roturas de ADN y las secuencias. Aunque es eficaz para identificar
sitios fuera del objetivo, puede ser costoso y requiere una validacion cuidadosa mediante secuenciacion

dirigida para asegurar la precision de los resultados.
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técnicas ya existentes y mejoraban la capacidad de deteccion de sitios fuera de
objetivo.

Discusioén

CRISPR/Cas, aunque originalmente es un sistema de defensa bacteriana contra
infecciones virales, se ha convertido en una de las técnicas mas importantes en
ingenieria genética para la edicion de genomas, debido a su simplicidad y bajo costo.
Ha superado a otros métodos como las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) y las
nucleasas efectoras de tipo activador de transcripcién (TALEN) gracias a su mayor
eficacia. Ademas, la proteina Cas9 del sistema CRISPR/Cas puede ser modificada, lo
gue permite crear nuevas aplicaciones y proteinas alternativas. Esto ha llevado a que
la mayoria de los investigadores en edicion genomica dirijan sus esfuerzos a utilizar
este sistema. El uso excesivo de CRISPR/Cas ha revelado algunos inconvenientes,
como los cortes off-target, que limitan su uso. A pesar de estos desafios, la comunidad
cientifica tiene grandes esperanzas en los avances y descubrimientos que esta

técnica puede generar.

Los beneficios que la tecnologia CRISPR/Cas ha aportado en sectores como el
sanitario y agricola, entre otros, son innegables. Aunque actualmente, una de las
principales lineas de investigacion en CRISPR/Cas se centra en reducir los efectos
fuera del objetivo(Guo et al., 2023).

6. Conclusiony perspectiva de futuro

Han pasado mas de 40 afios desde que un equipo japonés, durante sus estudios
sobre el funcionamiento de una enzima, descubriera por casualidad lo que hoy
conocemos como CRISPR/Cas. Esta técnica se ha convertido en una poderosa
herramienta que ha revolucionado el mundo de la genética. En poco tiempo,
CRISPR/Cas se ha posicionado a la vanguardia de la ingenieria genética debido a su

sencillez, eficacia y bajo costo.

Pese a sus inconvenientes, esta técnica tiene cada dia mas aplicaciones, desde la
mejora genética en la producciéon animal y vegetal hasta la terapia génica y el
tratamiento de enfermedades como el VIH. Su amplio espectro de aplicaciones la
convierte en una esperanza para tratar enfermedades que antes parecian incurables.

Sin embargo, el uso de CRISPR/Cas9 también plantea importantes limitaciones
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éticas, como las preocupaciones sobre la modificacion de la linea germinal, el
potencial de desigualdad en el acceso a tratamientos y los posibles efectos a largo

plazo que aln no se comprenden completamente.

Es importante destacar el papel fundamental de la investigacion. CRISPR/Cas se
ha convertido en la mejor herramienta para la edicion dirigida del genoma gracias a la
labor constante de los investigadores, cuyo trabajo nos ha permitido alcanzar el
conocimiento actual. Debemos seguir trabajando para superar las restricciones y
desafios, y alcanzar nuevos objetivos. A pesar de los desafios, CRISPR/Cas es la

herramienta mas prometedora para la edicién gendmica dirigida.
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