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RESUMEN

CRISPR/Cas es un sistema inmune adaptativo bacteriano que actua frente a
los virus. Descubierto en la década de los 70, supuso un antes y un después en la
investigacion. Este sistema esta formado por las secuencias CRISPR (Repeticiones
Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente interespaciadas) y una
endonucleasa Cas que es capaz de cortar el material genético exdgeno en sitios
especifico mediante un ARN guia. Gracias a su facil acceso y bajo costo se esta
utilizando en muchisimas ramas de la investigacion y supone a dia de hoy una
poderosa herramienta para la edicion gendémica. Es por ello, que posee un gran
namero de aplicaciones como es, por ejemplo, la deteccién de la COVID-19.

En esta revision bibliografica, se analiza el origen, su estructura, tipos de
CRISPR-Cas, asi como, otros tipos de técnicas de edicion genética, aplicaciones en

diversos campos y una discusion ética derivadas de éstas.

Palabras clave: CRISPR-Cas, ediciébn genémica, TALEN, ZFN, NHEJ, HDR, terapia
génica, Cas, bioética, ADN, ARN, COVID-19.

ABSTRACT

CRISPR/Cas is a bacterial adaptive immune system that acts against viruses.
It was discovered in the 1970s, it marked a turning point in research. This system
consists of CRISPR sequences (Clustered Regularly Interspaced Short Interspaced
Palindromic Repeats) and Cas, an endonuclease that is capable of cutting site-specific
exogenous genetic material by means of a guide RNA. Thanks to its easy accessibility
and low cost, it is being used in many branches of research. Nowadays, it is a powerful
tool for genomic editing. For this reason, it has a large number of applications such as,
the detection of COVID-109.

In this review, the origin, structure, types of CRISPR-Cas, as well as other types
of gene editing techniques, applications in various fields and an ethical discussion

derived from them are analyzed.

Key words: CRISPR-Cas, genome editing, TALEN, ZFN, NHEJ, HDR, gene therapy,
Cas, bioethics, DNA, RNA, COVID-19.
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1. INTRODUCCION

El sistema CRISPR-CAS se ha convertido en una herramienta casi
indispensable hoy en dia en investigacion. Este sistema procariotico de defensa frente
a bacteriofagos y plasmidos se ha convertido en una de las herramientas mas
utilizadas por su versatilidad, eficiencia y costo reducido en la ingenieria genética
(Hryhorowicz et al., 2017). Por otro lado, la capacidad programable de la enzima Cas
esta revolucionando diversos campos de la investigacién médica, la biotecnologia y la
agricultura (Adli, 2018). Es por ello que esta sustituyendo a otras técnicas equivalentes
pero que debido a su gran costo y bajo rendimiento suponen un gran problema a

efectos practicos.

2. OBJETIVOS

El objetivo de esta revision bibliografica es analizar el progreso de las técnicas
de edicion gendmica, centrandonos en el desarrollo de CRISPR/CAS, su estado actual
y sus aplicaciones en diversos campos de la ciencia, para finalizar con un analisis de

los problemas éticos sobre el uso de esta técnica.

3. METODOLOGIA

El procedimiento para llevar a cabo este trabajo se basa en una revision
bibliogréfica de los articulos publicados sobre esta técnica. Se ha realizado utilizando
buscadores especificos de bibliografia cientifica (PubMed, WorldWideScience y
Google Scholar entre otros), ademas de identificar nodos y sitios relevantes

disponibles on-line.

4. ANTECEDENTES
4.1Primeras técnicas de edicion genémica
4.1.1 Recombinacion homdloga en la edicion del genoma

La recombinaciéon homologa es un tipo de recombinacion genética en la que las
secuencias de nucleotidos se intercambian entre dos moléculas similares o idénticas
de ADN. Es la mas utilizada por las células para reparar roturas nocivas (Figura 1)
gue se producen en ambas hebras de ADN, conocidas como rupturas de doble hebra
(DBS, double strand break) (Alberts et al., 2002).
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Figura 1. Modelo de reparacion de roturas de doble cadena de ADN por recombinacion
homologa en células somaticas (Wright et al., 2018)

La recombinacion homadloga (también llamada recombinacion general) sucede
durante la profase | de la meiosis y tiene lugar entre largas regiones de ADN cuyas
secuencias son homoélogas, es decir altamente similares, aunque no idénticas Estas
nuevas combinaciones de ADN representan la variacion genética en la descendencia,
que a su vez permite que las poblaciones se adapten durante el curso de la evolucién
(Harvey et al., 2000)

La sustitucién dirigida de genes en mamiferos ofrece la posibilidad de analizar
la funcion de los genes en los procesos bioldgicos. Es por ello que en la década de
los 80 se comenzo a investigar la insercion dirigida de ADN en células de raton (Figura
2). Durante la sustitucion dirigida de genes las células utilizaban la recombinacion
homologa para sustituir una copia endogena por el ADN exdégeno introducido. Esto
pudo demostrarse utilizando un marcador seleccionable “positivo” (normalmente un

gen de resistencia a neomicina que permite el crecimiento de las células que han



incorporado el marcador en presencia de este antibiético) y un marcador “negativo”
(generalmente era un gen de la quinasa de timidina del virus del herpes simple que
permite eliminar las células que han incorporado el vector mediante insercion
aleatoria, pero no cuando se produce la recombinacion homdloga). Segun esto, para
seleccionar qué células contienen el gen insertado mediante recombinacion
homologa, las células se cultivan en un medio con (G418 analogo de la neomicina) y
ganciclovir (elimina las células que poseen el gen tk del virus). Las células que crecen
en este medio seran aquellas en las que se han producido inserciones dirigidas y no
aleatorias. Es por ello que no era necesario examinar directamente el ADN para
identificar qué habia ocurrido (Capecchi M. R., 1989).
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Figura 2. Insercién dirigida del ADN Vector por Recombinacién homéloga (Capecchi M. R.,
1994)

4.1.2 Nucleasas de dedos de zinc, ZFNs
La edicion gendmica mediante recombinaciéon homéloga es poco eficiente en
raton y su aplicacion a otros modelos animales no es sencilla.
Uno de los problemas principales con los cuales los investigadores se han

tenido que enfrentar a lo largo de los afios concierne a la “precision” al realizar una



mutacion, por la posibilidad de que los vectores se integren en porciones aleatorias
del genoma, generando toxicidad (Klug, 2010).

A lo largo de los afios 90 comenz6 la introduccion de una particular tipologia de
enzimas de restriccion artificiales obtenidas de la fusion entre la nucleasa Fokl y
proteinas con dedos de zinc capaces de reconocer secuencias especificas en el ADN.
Esto dio lugar a las, zinc finger nucleases (ZFNs) o nucleasas con dedo de zinc.

Las nucleasas con dedo de zinc son un sistema que, une la capacidad de cortar
el ADN de la enzima nucleasa de una bacteria y la habilidad de los dedos de zinc de
ligarse a la doble hélice (Kim et al., 1996).

Las nucleasas unidas a dedos de zinc reconocen tripletes especificos segun
los residuos de la a hélice que se hayan elegido. La arquitectura de ZFNs consiste en
un dominio de unién de ADN con las proteinas de dedo de zinc (ZFP) junto a una
endonucleasa de restriccion Fokl (Figura 3) Los dedos de zinc que permite el
reconocimiento especifico de ADN, dirigiendo la nucleasa Fokl a secuencias
especificas en las que producira una rotura de doble hebra. El descubrimiento de esta
técnica fue muy importante pues permitio que se pudieran manipular secuencias en

cualquier especie (Urnov et al., 2010).
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Figura 3. Estructura y disefio de las nucleasas de dedos de zinc. a. Dimero de ZFNs unido
al ADN produciendo su rotura (Miller et al., 2007). b. Generacion de las proteinas de dedos
de zinc (ZFP) (Greisman & Pabo, 1997)



Hoy en dia se pueden disefiar los dominios de dedos de zinc para dirigirlos a
ciertas secuencias del ADN a voluntad, con lo cual las nucleasas de dedos de zinc
buscaran secuencias Unicas dentro de genomas complejos (Ramalingam et al., 2011),
por lo que para conseguir la manipulacién genética necesitamos ademas de la rotura
de la doble hebra por parte de las nucleasas de dedos de zinc, la introduccion de una
mutacion y su posterior reparacion mediante recombinacion homéloga en presencia
de un ADN exdgeno o mediante recombinacion no homologa (NHEJ) (Figura 4) (King,
2016).
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Figura 4. Edicibn gendmica mediante nucleasas y reparacion por recombinacién homoéloga
y no homologa (Bortesi & Fisher, 2015).
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4.1.3 Nucleasas Efectoras Activadoras de la Transcripcion, TALEN

Las Nucleasas Efectoras Activadoras de la Transcripcion (TALEN) también se
basan en el dominio catalitico de la endonucleasa Fokl unido a un dominio especifico
de union al ADN (Figura 5) . El reconocimiento de la secuencia diana se basa en una
sencilla relacion existente entre los aminoacidos presentes en una region concreta
(RVD del inglés, repeat variable diresidue) y la secuencia de ADN reconocida (Cermak
et al., 2011).El dominio nucleasa, derivado de Fokl, funciona como un dimero, al igual
gue en las ZFNs, y son por tanto necesarios dosTALENS (que se sitien sobre la diana
en orientacion inversa) para que se produzca el corte de doble cadena (DSB). Este
disefio ha permitido generar multitud de TALENSs que cortan en sitios especificos con

una alta eficiencia y especificidad (Li et al., 2015).
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Figura 5. Sistema TALEN (Sociedad Andaluza de Enfermedades Autoinmunes, 2015)

La tecnologia de nucleasasas tipo activadores de transcripcion son una
poderosa herramienta para la ingenieria del genoma que puede usarse para escindir
secuencias genémicas Unicas de células vivas y organismos (Cota-Coronado et al.,
2020).

4.20rigen del sistema CRISPR-Cas
4.2.1 Descubrimiento

Durante la década de los 80, un grupo de investigadores japoneses, fue primero
en ver, lo que luego se conoceria como CRISPR. Durante sus investigaciones sobre
el gen que codificaba la isoenzima de la fosfatasa alcalina en E. coli. observaron en el
extremo 3" de la hebra de ADN 5 secuencias de 29 nucle6tidos muy parecidas entre
si, separadas por 32 nucleétidos (Figura 6) (Ishino et al., 1987).

Gracias a los estudios de (Stern et al., 1984) en E.coli y Salmonella typhimurium
sobre las las denominadas REP sequences (Secuencias palindromicas extragénicas)
los investigadores japoneses sospecharon que estas secuencias podrian tener una

funcion muy importante en organismos procariotas.

E@N\ATGGGAGGGAGTTCTACCGCAGAGGC GGGGGAACTCCAAGTGATATCCATCATCGCATCCAGTGCGCC (1,451)
(1,452) CGGTTTATCCCCGCTGATGCGGGGAACACCAGCGTCAGGCGTGAAATCTCACCGTCGTTGC (1,512)
(1,513) CGGTTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACTCTCGGTTCAGGCGTTGCAAACCTGGCTACCGGG (1,573)
(1,574) CGGTTTATCCCCGCTAACGCGGGGAACTCGTAGTCCATCATTCCACCTATGTCTGAACTCC (1,634)
(1,635) CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACTCG (1,664)

consensus: CGGTTTATCCCCGC TGGCGC GGGGAACTC

Figura 6. Secuencia repetitiva de nucledtidos en la region del gen de la isoenzima de la
fosfatasa alcalina (Ishino et al., 1987).
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Otra gran pista vino de otros investigadores (Mojica et al., 1993), que vieron estas
secuencias repetidas en bacterias haldfilas cuando estaban estudiando sus
mecanismos para adaptarse a ambientes con un alto contenido en cloruro sodico.
Posteriores estudios revelaron que eran repeticiones cortas, que estaban
generalmente en grupos, los cuales estan regulados por un espaciador unico de que
suele ser de longitud constante. A estas secuencias le dieron el nombre de SRSRs
(repeticiones cortas regularmente espaciadas). Mediante analisis de secuencias en
bases de datos consiguieron encontrar SRSRs en diferentes genomas microbianos.
Por lo general vieron que estas secuencias se conservaban en los mismos grupos
filogenéticos, en los que habia un alto porcentaje de similitud entre los mismos
dominios (Figura 7). Las SRSRs se encontraban entre espacios agrupados cuya
longitud era siempre entre 20 y 58 pb (Mojica et al., 2000).

Unos afios mas tarde, en 2002, se denomin6 a estas secuencias repetidas
CRISPR, acronimo de Clustered Regurarly Interspaced Short Palindromic Repeats o
como se traduciria en castellano en Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y
Regularmente interespaciadas (Jansen et al., 2002).

H.volcanii AACCC TGGG-;TTG eC
H.mediterranei AACCCHA R TIGGETTRGAREC
M. jannaschii EACCEY e SCCIATERGAAR

M. thermoautotrophicum eACCLIARAAETGGGATTgGARR

A, fulgidus (A) P '-“CCE AR TGGGATTgGARAR
S.solfataricus PR~ — — — — — —— —— CCCARARFIGGHATTRGAAR
P.abyssi (B) WA~ — — — —GIX&TALY. TF‘GHATTG ¥
P.abyssi (A) - NoIT — TEVG — —AET GG —e:V.¥:
P.horikoshii ARACY;IA *——— afe TR GARA
A.pernix (B) = =-=--ATf\---—---- CCCAAREFAGGGARTL\GAAR
A.pernix (A) A T L CEAEAR TIGHIAT TRGEAR
T.maritima AC—~ == TTEETTRG- -AEeT: GAAAC
A.Laecolicus Ty C === CCr; CHC-—GGTA ATTIAGAAAC
E.coli Ay~ —— == — === CCCCRGCCRCCCEEE Yy &CG
S.typhi = GTegey-——-—————-- Ccccccle CﬂGC GGGATﬁﬁC G
Y. pestis ACT——=—===== eCCelwA AGETT/ZGARR
C.difficile NoTALG- - ~[EETNG- THYY,

M. tuberculosis = == |(GURBNSCGH—-———==== SEECTCTCGeETYINTECCGTETGACGAC
C.jejuni ‘ AAAGATVIT TTIERIA -Alclelen\Cyi -APFEXe

Anabaena sp.
Calothrix sp.
Mitochondria (V. faba)

TAACAAF (oeCTIATCAelelerVigiy—erV-V.\e
TTTATZ ‘AAHCC TTTTAlelerVgy—{erV.V.1e

Consensus Sequence GTTTCAATC-=--~—~-~- AACCCAAA--TGGGATT-GAAAC
e <4—

Figura 7. Alineamiento de las SRSRs en diferentes especies. (Mojica et al., 2000)
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4.2.2 ldentificacion de los genes asociados a CRISPR, Cas.

En este mismo afio, los mismos cientificos que acufaron el término CRISPR,
vieron que habia una cierta homologia en los genes proximos al loci de CRISPR. A
estos genes se les dio el nombre de CRISPR-associated genes o Cas. Estos genes,
se han clasificado en cuatro tipos, casl a cas4, y llevaban asociada una proteina Cas
(Casl, Cas2, Cas3 y Cas4). Esta caracteristica es exclusiva de procariotas, no
habiéndose encontrado nada parecido en eucariotas (Jansen et al., 2002).

La clasificacion anterior de los genes Cas se ha ido complicando con el tiempo
y con el estudio de distintas especies. En la Tabla 1 se resumen la gran cantidad de

tipos y subtipos de genes asociados a CRISPR identificados hasta la fecha (Haft et

al., 2005).

Category Gene Example Locus Specific HMM  COG Putative Function/Family Notes

Core proteins casl AF1878 TIGRO0OZ2E7 COG1518 Putative novel nuclease * —
cas2 AF1876 TIGRO1573 COG1343, COG3512 — —

CT1918 TIGRO1873 COG1343 —_ Ecoli subtype-specific
cas3 AF1874 TIGRO1587 COG1203 Helicase (PF00271) Core domain

AF1875 TIGRO1596 COG2254 Muclease (PF01966) HD domain

YPO2467 TIGRO2562 COG1203 Helicase (PF00271) Ypest subtype-specific
cas4 AF1877 TIGROO372 COG1468 RecB-family exonuclease *® —_
cass AF1872 TIGRO2593 - —_ N-terminal domain
cast AF1859 TIGRO1877 COG1583 Possible RAMP * When present, usually first

Ecoli subtype csel CT1972 TIGRO2547 — — —_
cse? CT1973 TIGR02548 — — —
cse3 CT1974 TIGRO1907 — — —
csed CT1975 TIGRO1869 - — —_
casse CT1976 TIGRO1868 — Cas5 N-terminal domain —

Ypest subtype csyl ¥PO2465 TIGRO2564 -_ —_ —_
csy2 YPO2464 TIGRO2565 - — —_
csy3 YPO2463 TIGR02566 — — —
csyd ¥PO2462 TIGRO2563 - — —_

Nmeni subtype  csnl 5Ps1176 TIGRO1865 COG3513 HNH endonuclease?
csn2 5Ps1173 TIGRO1866 - —_ Not always present

Dvulg subtype csdl CT1133 TIGRO1863 -_ —_ —_
csd2 CT1132 TIGRO2589 COG3649 — —
casS5d CT1134 TIGRO1876 -_ Cas5 N-terminal domain —_

Tneap subtype cstl GTN1972 TIGRO1908 — Contains CXXC-CXXC motif Occasionally absent
ost2 GTN1971 TIGR02585 COG1857 Regulator (TIGRO1875) Related to Csa2
cas5t GTN1970 TIGRO1895 COG1688 Cas5 N-terminal domain —_

Hmari subtype cshi TM1802 TIGRO2591 -_ Often contains CXXC-CXXC motif —_
csh2 TM1801 TIGR02590 COG3649 Regulator (TIGRO1875) Related to Csd2
cas5h TM1800 TIGR02592 COG1688 Cas5 N-terminal domain —_

Apern subtype csal AF1879 TIGRO1896 COG4343 —_ Usually proximal to repeat
csa? AF1871 TIGR02583 COG1857 Regulator (TIGRO1875) —_
csad AF1869 TIGRO1884 COG0640 Helix-turn-helix, transcriptional regulator  Distantly related to PFO1022
csad MJ0385 TIGRO1914 -_ — Occasionally absent
csas AF1870 TIGR01878 —_ — Occasionally absent
casSa AF1872 TIGRO1874 COG1688 Cas5 N-terminal domain —_

Mtube subtype  csmi T™M1811 TIGRO2578 COG1353 Putative novel polymerase * Related to Cmr2
csm2 TM1810 TIGRO1870 CoG1421 — —_
csm3 TM1809 TIGR02582 COG1337 RAMP (PF03787) Related to Cmr4
csm4 TM1808 TIGR01903 COG1567 RAMP (PF03787) —
csm5 TM1807 TIGRO1899 COG1332 RAMP (PF0O3787) —

RAMP module emrl TM1795 TIGR01894 COG1367 RAMP (PF03787) —_
cmr2 TM1794 TIGRO2577 COG1353 Putative novel polymerase® Related to Csm1
cmr3 TM1793 TIGR01888 COG1769 RAMP * —
cmr4 TM1792 TIGR02580 COG1336 RAMP (PFO3787) Related to Csm3
cmrs TM1791.1 TIGR01881 COG3337 — —
cmré TM1791 TIGRO1898 COG1604 RAMP (PF0O3787) —

Tabla 1. Descripcion de los tipos y subtipos de Cas (Haft et al., 2005).

4.2.3 Funcion Biologica
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Llegados a este punto la cuestion es clara, ¢ Cual es el significado bioldgico de
todo esto?, ¢ Cual el significado de la proximidad entre CRISPR y cas?

Tras secuenciar una gran cantidad de proteinas cas y ver su estructura, en
2006 se llegd a la hipétesis de que el sistema CRISPR-Cas es un mecanismo de
defensa ante la invasion de fagos y plasmidos en bacterias. Un mecanismo similar al
sistema de ARN de interferencia (ARNi), con funciones analogas como son la de
helicasa-nucleasa de la doble hebra de ARN especifica, endonucleasa del ARN
mensajero y polimerasa de ARN dependiente de ARN (Makarova et al., 2006). Esto
fue confirmado un afio mas tarde realizando experimentos con fagos en los que se vio
gue el sistema CRISPR/Cas proporcionaba inmunidad frente a ellos (R. Barrangou et
al., 2007).

5. SISTEMA CRISPR-CAS
5.1 Estructura

Se compone de dos elementos: un ARN proveniente de la secuencia CRISPR,
llamado «ARNcr», y la endonucleasa Cas. La secuencia CRISPR se compone de un
lider o promotor y distintas secuencias espaciadoras (de 25 a 50 nucledétidos)
flanqueadas por elementos repetidos, usualmente palindromicos (de
aproximadamente 32 nucleétidos) (Figura 8). EI ARNcr es el encargado de dirigir a
Cas hacia su secuencia complementaria, donde Cas realiza el corte de la secuencia
patdgena.

Por otro lado, tenemos una secuencia conocida como motivo adyacente al
protoespaciador (PAM) que incorpora los nucleétidos adyacentes al PAM como
elemento espaciador junto al promotor en CRISPR (Figura 9) generando asi una

memoria inmunoldgica (Jansen et al., 2002).

Spacers

e e AL i, Uil
CAS genes Leader \ \ / /

Repeats

Figura 8. Estructura del Sistema CRISPR-Cas (Rodriguez et al., 2018)
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Figura 9. Incorporacion de secuencia espaciadora al genoma bacteriano (Lammoglia-Cobo
et al., 2016)

5.2 Mecanismo de accion
El mecanismo de accion por el que el sistema CRISPR/Cas confiere inmunidad
adaptativa a los procariotas puede explicarse segun tres etapas: adaptacion,
expresion e interferencia (Figura 10).

1. Adaptacion: Este proceso sucede cuando un virus o un plasmido ataca al
procariota por primera vez. La proteina Cas transfiere un fragmento PAM a un
extremo de la secuencia CRISPR, generando asi un nuevo espaciador (Mojica
& Almendros, 2017).

2. Expresion: En este proceso se produce la transcripcién de la secuencia de
CRISPR dando lugar a un ARN precursor (pre-crARN), constituido por la
secuencia de un solo espaciador y fragmentos de las repeticiones de CRISPR.
Estos se unen a proteinas Cas para formar los complejos efectores (Oost et al.,
2014)

3. Interferencia: Se produce tras otra toma de contacto con un virus o plasmido
gue ya habia generado su espaciador. Es por ello que se genera un complejo
efector el cual actda en la secuencia diana frenando la proliferacion del virus
(Mojica & Almendros, 2017).
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Figura 10. Mecanismo de accion de CRISPR-Cas (Mojica & Almendros, 2017).

5.3Tipos

Como ya se dijo anteriormente en los antecedentes, nos encontramos una gran
cantidad de tipos y subtipos de proteinas Cas. Es por ello que existe una clasificacion
del sistema CRISPR-Cas bastante compleja, que contiene 2 clases, 6 tipos y hasta 19
subtipos (Figura 11). Su distribucion es bastante heterogénea en procariotas (Figura
12) (Makarova et al., 2018).

La Clase 1 (Tipos I, lll y IV) utiliza un complejo de multiples proteinas Cas para
degradar los acidos nucleicos extrafios. Por otro lado, la Clase 2 (Tipos Il y V) posee
una sola proteina Cas de mayor tamafio para desempefar la misma funcién que los

complejos multiples de proteinas de la clase 1 (Fagen et al., 2017).
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Figura 11. Clasificacion funcional de los sistemas CRISPR-Cas (Makarova et al., 2015).
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Figura 12. Distribucién de los distintos tipos de CRISPR-Cas en los genomas de bacterias y
arqueas (Makarova et al., 2015).

Tipo I. La proteina enzimética que se asocia para transferir la secuencia PAM
y formar complejos efectores junto al ARN precursor es Cas3. Es el tipo mas
abundante (Figura 11, a). La nucleasa Cas3 no solo corta el ADN, sino que ademas
tiene funcion exonucleasa 3’-5°, por lo que tiene la capacidad de destruir grandes
segmentos de ADN (Westra et al., 2016).

Tipo Il. Este tipo utiliza Cas9 como proteina efectora del corte del ADN, es el
mejor estudiado y el mas utilizado en edicion gendémica (Bikard et al., 2014).

Tipo lll. Utiliza Cas10 como nucleasa. Se asemeja al tipo | cuando se forma el
complejo multiproteico. Su peculiaridad radica en que es capaz de actuar también
sobre el ARN (Leon et al., 2017).
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Tipo IV. Aln no ha sido caracterizado experimentalmente, pero se sabe que
utiliza numerosos complejos proteicos para su funcionamiento (Leon et al., 2017).

Tipo V. Utiliza solo la proteina Cpfl que rompe la doble hebra de ADN dejando
extremos cohesivos, por lo que estd adquiriendo una gran importancia en la

introducciéon de segmentos de ADN en eucariotas (Leon et al., 2017).

5.4 CRISPR/Cas9

En este apartado hablaremos concretamente sobre el Sistema CRISPR-Cas9
perteneciente a la clase 2, tipo Il, que utiliza como componente principal la proteina
Cas9. Debido a su féacil accesibilidad, técnica y su bajo coste econémico, ha dado
lugar a una revolucion casi sin precedentes en la edicion gendmica.

Como se ha explicado anteriormente el mecanismo de accion de CRISPR-Cas
en bacterias genera una especie de “catalogo” de ADNSs virales tras sus primeros
encuentros, generando asi unas secuencias almacenadas, denominadas ARN guias,
que reconocen al ADN invasor. Es en este punto donde actla la proteina Cas9,
cortandolas y eliminandolas. Se trata pues de un sistema inmune adaptativo (Giono,
2017).

El estudio detallado de este mecanismo permitié plantear la posibilidad de
utilizarlo en otros sistemas celulares para guiar a la nucleasa Cas9 en forma especifica
hacia otras secuencias (Lander, 2016). Dado que la secuencia diana cortada por Cas9
estd determinada por la secuencia del ARN guia, basta con sintetizar una nueva
molécula de ARN guia para redireccionar a la nucleasa Cas9 hacia cualquier
secuencia (Figura 13). Esto convierte al sistema CRISPR-Cas9 en una técnica de
edicion gendmica extremadamente simple y accesible para toda la comunidad
cientifica (Doudna & Charpentier, 2014).
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Figura 13. Sistema CRISPR/Cas9 adaptado para su utilizacion en eucariotas (Giono, 2017).

Ademas, existen variantes del sistema CRISPR-Cas9 que permiten regular la
expresion de un gen, bien sea inhibiéndola (CRISPRIi) o aumentandola (CRISPRa)
(Tabla 2. Comparacion entre técnicas derivadas de CRISPR (Fellmann et al., 2016).. Esta
versatilidad hace que haya sido adaptado en una gran cantidad de aplicaciones
biotecnolégicas, como por ejemplo la generacion de farmacos, generacion y
optimizacién de factores celulares, identificacion de genes esenciales en patdgenos,
etc (Fellmann et al., 2016).

Caracteristica CRISPRn CRISPRi CRISPRa
Efecto Knockout Knockdown Activacién
Delecién o
. insercion Interferencia Activacion trans-
Mecanismo L L.
causante de transcripcional cripcional
mutacion
Cualquier . o . o
. Sitios de inicia- Sitios de inicia-
) region del . ..
Diana cion de la trans- cion de la trans-
genoma con

cripcién con PAM cripcion con PAM
PAM

Tabla 2. Comparacion entre técnicas derivadas de CRISPR (Fellmann et al., 2016).
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6. APLICACIONES

El sistema CRISPR-Cas, por lo simple de su metodologia y su reducido coste,
atrajo la atencion de forma inmediata. A partir del 2011, empezaron a proponerse
diferentes soluciones basadas en este sistema, aplicaciones relacionadas
principalmente con la manipulacion gendmica, que posteriormente se ampliaron al
diagndstico y la investigacién a medida que se profundiza en el conocimiento de los
componentes de este sistema. Se ha utilizado para modificar los genomas de muchas
especies de plantas y animales, asi como de células humanas in vitro. De hecho, el

sistema CRISPR-Cas puede ser una alternativa viable para las terapias génicas.

6.1 Terapia génica:

Una de las aplicaciones mas importantes del sistema CRISPR-Cas esta en el
campo de la tecnologia terapéutica para tratar trastornos genéticos. Hace unos afos
en Estados Unidos se aprobd la utilizacion de CRISPR en humanos que padezcan
tipos de cancer que necesiten linfocitos T (Reardon S. , 2016). Cas9 podria ser
utilizado ademas en células somaéticas, para la ingenieria de células terapéuticas. Las
células T del receptor de antigeno quimérico (CAR) pueden modificarse ex vivo e
introducirse en un paciente para dirigirlas especificamente a determinados canceres
(Hsu et al., 2014). En la actualidad ya se ha aplicado como terapia génica en varias
enfermedades en modelos animales con resultados prometedores (Tabla 3).

Por otro lado, el tratamiento de embriones mediante el sistema CRISPR-Cas
proporciona datos prometedores. Un trabajo realizado por un grupo de investigadores
especializados en biologia reproductiva eligio una mutacién en el gen MYBPC3 que
causa una miocardiopatia hipertrofica, una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva que afecta a 1 de cada 500 personas aproximadamente. Para ello tomaron
el esperma de un hombre portador de la mutacion (heterocigoto) y los oocitos de una
mujer enferma (homocigaotica recesiva), lo cual daria una descendencia de un 50% de
embriones sanos heterocigoticos y otro 50% de embriones enfermos. La estrategia
consistid, en inyectar primero el sistema CRISPR/Cas9 junto con el esperma a los
oocitos en metafase Il mediante inyeccion intracitoplasmatica y, segundo, en inyectar
directamente la molécula ADN guia junto a la proteina Cas9 recombinante para que,
de este modo, estuviera actuando durante un tiempo limitado (hasta que se

degradase). Los resultados fueron bastantes favorables ya que se obtuvieron un 72%
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de los embriones correctamente editados y por ende un aumento del 22% de
embriones normales. Por otro lado, no se detectdé ningun corte inespecifico no

deseado por parte de la nucleasa Cas9 (Ma et al., 2017).

f-Thalassaemia Deletion in HBB Electroporation Human iPSCs 17 6% Xie et al. (2014b)
Intracytoplasmic Human 143% 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 Hydradynarmic in vivo mice 0.40 +0.12% Yin et al. (2014)
tyrosinemia FAH injection hepatocytes
HIv-1 CCR5A32 Electroporation Human iP5Cs 10096 Zhu et al. (2015)
Inactivation of Mucleofection JLat10.6 cells 30% Ye et al. (2014)
proviral DNA
Duchenne Exon deletion in Electroporation Human iPSCs 50% Liet al. (2015)
muscular dystrophin
dystrophy gene
al-Antitrypsin Point mutation in Electroporation Human iPSCs 18.8% Smith et al. (2014a)
deficiency SERPINAT
Polycythaemia Paoint mutation in Electroporation Human iPSCs 9.15% Smith et al. (2014a)
vera JAK2
Cataracts Deletion in Crygc Electroporation Mouse 29.7% Wuet 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 3. Enfermedades que han podido ser corregidas con CRISPR-Cas9 (Lockyer, 2016).

6.2 SARS-CoV-2

La tecnologia CRISPR-Cas forma una parte integral de las aplicaciones en el
diagnéstico clinico por medio de la biotecnologia. Es por ello que ha contribuido en el
diagnéstico de la COVID-19 en enfermos y en portadores asintoméaticos. En general
todas las variantes de diagnostico de CRISPR-Cas son métodos rapidos de deteccion
cuyos resultados se revelan en tubos y tiras de papel por medio del uso de fluoréforos
gue pueden ser observados a simple vista y cuantificados por un fluorimetro (Figura
14). Es por ello que tienen una alta sensibilidad ya que detectan los componentes

moleculares del SARS-CoV-2 con una baja cantidad de copias amplificadas (Escobar-
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Mucifio et al., 2020). Estas metodologias de CRISPR han sido comparadas y
validadas con los métodos de deteccion PCR, RT-PCR y RT-Lamp (Tabla 4) en

pacientes asintomaticos, enfermos y re-infectados por el virus para asi ver la utilidad

de las pruebas en el diagndstico de la enfermedad (Long et al., 2020).
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Figura 14. Esquema genérico de diagndstico y alarma basado en CRISPR-Cas (Choi, 2020)

Método de Funcion/ Caracteristica del Amplifi- Método de deteccion o Rango de Numero de Costoso Portable
deteccion método cacion (fluorescencia/color etc.) pacientes en los copias
(si/mo) que se ha obtenidas
evaluado la
metodologia
PCR/RT- Reconocimiento de fragmento de Si Gel-UV/ELISA/Tiempo Real 55326507 10%-10° Si No
qPCR secuencia especifica de los [86-89] [94, 95]
cebadores para N, E y RARP
RT-LAMP | Miltiples cebadores (4 o 6) que Si Gel/Turbidimetro/Tiempo Real/ 955 10°-10' No Si
reconocen 6 regiones del ADN Colorimétrica [91.96]
blanco [90,91]
Cas3 Reconocimiento del PAM como 5'- Si Colorimétrica/Fluorescencia/Tiras 31 10° No No hay datos
AAG reactivas mostrados
[69, 92] [69, 92]
Cas9 Reconocimiento del PAM 5'NGG, y Si Colorimétrica/Fluorescencia No hay datos No hay datos No No hay datos
S'TGGTG 0 5'NAG [46-48] mostrados mostrados mostrados
[46-48]
Casl2 Reconocimiento del PAM corto Si Gel-UV/Fluorescencia 500- 15000/ul. No No hay datos
dependiente de T, como: 5-YTN-3 ', [30,93] 73 mostrados
5-TTN-3'0 §-TTTN-3 [77.93]
AlOD- Utiliza 2 rARN, una sola Si LED/ UV 8 No hay datos No SI
CRISPR* temperatura y no se transfiere a tubo [78] mostrados [78,102]
Casl3 Corte lateral no especifico Si RT-qPCR/Fluorescencia No No hay datos
[30, 82] 581 108 mostrados
[82, 97, 98]
Casl4 Solo se une a ssADN Si Fluorescencia/colorimétrica No hay datos No hay datos No Si
[62, 63] mostrados mostrados [30, 62, 63]

Tabla 4. Principales métodos de deteccion del SARS-CoV-2 (Escobar-Mucifio et al., 2020)
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El problema principal del empleo de la RT-gPCR en tiempo real para el
diagnéstico es que se requiere un equipamiento especifico para realizarla y personal
cualificado para su ejecucion, por lo que es necesario que la muestra sea transportada
a laboratorios acreditados con estas capacidades para realizar el diagnostico. Esto
puede suponer un retraso de 1-2 dias en la emision del informe con los resultados al
hospital donde se encuentra el paciente afectado (Montoliu et al., 2020). La diferencia
esencial del diagnostico mediante CRISPR-Cas con la RT-gPCR es que toda la
reaccion ocurre en un mismo tubo, y la respuesta se obtiene a los 40 minutos (si la
lectura es por fluorescencia) o en unos 70 minutos (si la lectura es a través de una tira
reactiva) (Tabla 5). La sensibilidad es de aproximadamente hasta 10 copias del
genoma del coronavirus por microlitro de muestra de saliva o nasofaringea (Joung et
al., 2020).

Es por ello que los métodos de deteccion “clasicos” del SARS-CoV-2 (por RT-
gPCR o RT-LAMP) frente a CRISPR-Cas han demostrado ser mas lentos y costosos.
CRISPR-Cas puede suponer para el diagnostico de la COVID-19 un punto de inflexion
para controlar la epidemia, ya que es vital para contribuir a disminuir el tiempo de

estancia en hospitales (Figura 15) (Escobar-Mucifio et al., 2020).

RT-qPCR CRISPR
Sensibilidad 1 copia/ul 10 copias/pl
Método cuantitativo Si No
Fiabilidad Gold standard (OMS)  validacion con pocos pacientes
Tiempo de la técnica 4h < 1h
Tiempo de diagnostico* 1-2 dias potencialmente 1h
Laboratorios especializados Si No
Personal cualificacion especial Si No
Autorizacion FDAJ/EMA** Si Si (SHERLOCK)
Coste por reaccion 10-15 euros [21-22] <2 euros (DETECTR) [18]
Alternativas in-house Si Si

Tabla 5. Ventajas que supone CRIPR-Cas frente al método RT-gPCR (Montoliu et al., 2020)
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Figura 15. Tiempo de diagnéstico de muestra nasofaringea o salival de RT-gPCR frente a
CRISPR (Montoliu et al., 2020)

6.3 CRISPR como solucién a las resistencias antibidticas.

En los Ultimos afios, la resistencia a antibioticos esta uno de los mayores
problemas en salud publica. Sélo en Espafia, el nUmero de muertes que causan cada
afo las denominadas bacterias multirresistentes asciende aproximadamente a 35.000
personas. Por otro lado, en Espafia la inversion de fondos para la investigacion de
este problema es practicamente nula (Vilaseré, 2018). Es por eso que CRISPR puede
jugar un papel clave en la solucién del problema debido a su facil uso y su bajo costo.

Diversos estudios han desarrollado bacteriéfagos modificados por CRISPR
cuya mision es eliminar bacterias resistentes o revertir el proceso de resistencia.
Teniendo esto en cuenta, existen dos métodos posibles para solucionar el problema
(Figura 16).

o Método 1: Elaboracion de un bacteriofago especifico para la bacteria

patdgena en cuestion introduciendo los componentes del sistema CRISPR en su
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genoma. Cuando el fago infecta a la bacteria diana CRISPR-Cas reconoce el ADN
diana “programado” perteneciente al cromosoma de la bacteria patogena,
atacandola y produciendo con ello su muerte. La digestion del ADN de la bacteria
por la endonucleasa Cas normalmente no puede ser reparada y resulta letal, lo
cual posibilita el uso de CRISPR como agente antibacteriano programable

gracias a la modificacion del ARN guia (Selle et al., 2015).

Método 2: Creacion de un vector (fagémido) especifico para la bacteria en
cuestion. En este caso el ADN diana sera el gen de resistencia al antibiético
codificado en un pladsmido. Este pladsmido ser& atacado y destruido, provocando la
“re-sensibilizacion” al antibidtico. Para este método se utiliza lo que se conoce
como un fagémido que se define como un tipo de pladsmido con algunos elementos
genéticos del fago (origen de replicacion), pero cuyo material genético no codifica
ningun componente adicional del fago. Han tenido mucho éxito para lograr la “re-
sensibilizacién” de bacterias patégenas como Escherichia coli y Staphylococcus
(Gearing, 2017).

Método 2 étodo 1
Origin of replication

X

_\ DNA packaging sites
\'\g

Phagemid 8| /
/)

CRISPR Phage genome
nuclease(s)

Genome
targeting spacer(s)

Figura 16. Representacion de CRISPR en el genoma del fago (Método 1) y en el fagémido
(Método 2) (Fagen et al., 2017).

6.4 Biotecnologia vegetal

La pared celular de las células vegetales, constituye una de las grandes

diferencias entre éstas y las células animales. Es por ello que supone un obstaculo

fisico entre la secuencia diana y los componentes del sistema CRISPR, la proteina

Cas y el ARN guia. Aun asi, la manipulacion gendmica se ha logrado en diferentes
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especies de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens. Esto ha logrado
ventajas fundamentales como es la incorporacion de un nimero bajo de copias del
gen de interés a bajo costo. Por otro lado, existen también otros métodos en el caso
de no ser posible el uso de A. tumefaciens como es el empleo de la microinyeccion,
el bombardeo de particulas y la transformacion de protoplastos mediante
polietilenglicol (PEG) (Hernandez, 2018).

Una de las aplicaciones més llamativas en este sentido es la mejora frente al
estrés bidtico y abidtico, es por ello que el nimero de plantas resistentes obtenidas
con la tecnologia CRISPR/Cas aumenta cada afio (Tabla 6). Por ejemplo, utilizaron el
ARN guia del gen OSERF922 que es un regulador negativo de Oryza sativa frente al
hongo Magnaporthe oryzae para obtener mutantes con cambios en el marco de
lectura de este gen, lo cual supuso un aumento notorio de la resistencia a M. oryzae
(Wang et al., 2016).

Cultiva/ Gen modificado/  Version de Promotores  Método de Referencias
Microorganisma Tipo de Cas9 Cas9/ entrega/
modificacion sgARN frecuencia de
mutacion
Oryza sativa/ OsSWEET11 SpCas9 y CaM\V3ss/ Transf. de Jiang et al.,
Xanthomonas oryzae OsSWEET14/ 1, SpCas9 con  AtUe protoplastos 2013
D CO para con PEG/ ND
arroz
Oryza sativa/ OsERF922/ 1,D SpCas9 CO  Ubiguitina 1 Transf. de Wang et al.,
Magnaporthe oryzae para de maiz/ U6 callos embriog. 2016
plantas de arroz con Atf42.0%
" Nicotiana benthamiana/ BeYDV /I,D SpCas9 CO  35SPPDK/ Coiinfiltracion Baltes etall,
BeYDV para AtUe de hojas con At 2015
plantas /0.03-70.01%
Nicotiana benthamiana/ TYLCV-IR SpCas9 CO  CaMV355/  Transfeccion Ali et al,
TYLCV, BCTV regiones para promotor con virus de 2015
intergénicas, plantas del PEBV sgRNA en
regiones RCA/ I, plantas que
D sobrexpresan
Cas9/42%
Cucumis sativus L. [ elF4E/ D en SpCas9 CO  CaMV355/ Transt. de Chandrasek
VYV, ZYMV, PRSY Exonl para AtUe cotiledones sin aran et al.,
plantas embrion con At 2016
S ND
Triticum aestivum/ TaMLO-A1 Cas9 CO Ubiguitina 1 Bombardeo de  Wang et al.,
Blumeria graminis f. sp. TaMLO-B1 para arroz  de maiz/ particulas/ 2014
tritici TaMLO-D1/ D en promotor 5.6%
Exon2 UG de trigo
Citrus CsLOB1/ Cas9 CO 355PPDK/ Transf. de Peng et al.,
sinensis/ Xanthomonas D, S para AtUe-1 epicotilos con 2017
citri subsp. citri plantas At/ 11.5%-
64.7%
Solanum SiMlol /D en Cas9 CO CaM\V355/ Transf. de Mekrasov et
lycopersicum/ Qidium ORF para AtUB segmentos al., 2017
neolycopersici humanos cotiledonares
con At/ ND
S. lycopersicum/ SIDMR6/ D ND 2= Transf. de de Toledo et
Xanthomonas gardneri CaMV355/ segmentos al., 2016
Xgl53, X. perforans AtUB-26 cotiledonares
Xp4b, Pseudomonas con At/ ND
syringae DC3000,
Phytophthora capsici
LT1534

Tabla 6. Cultivos mejorados mediante CRISPR/Cas para resistencia a microorganismos patégenos
(Hernandez, 2018).
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6.5 Inconvenientes del sistema CRISPR-Cas9: efectos inespecificos (“Off
target”)

Si bien es cierto que CRISPR-Cas9 es una herramienta increible para la edicion
de genomas debido a su facil manejo y bajo coste, esta técnica también plantea
inconvenientes. El problema que mas preocupa es lo que se conoce la generacion de
modificaciones “off target” u obtencion de modificaciones en sitios inespecificos que
no formaban parte del locus diana. Los efectos inespecificos se producen debido a
que en el organismo de origen del sistema (bacterias) y por su funcion de defensa
contra elementos nucleotidicos externos, puede ser atil el reconocimiento y
destruccion de ADN viral o plasmidico hipervariable. Y, aunque esta relativa
flexibilidad en el reconocimiento de secuencias variables pueda ser util para el
organismo, cuando se saca de su contexto original y se dedica a la modificacién
gendmica, genera mutaciones indeseadas mas alla de la region diana, lo cual se
traduce en efectos colaterales indeseados (Ma et al., 2014).

Los efectos “off target” varian mucho dependiendo de dénde se encuentre el
error en el apareamiento y el nimero de ellos. Mdltiples estudios apuntan a que, si el
fallo esta fuera del extremo 5’ de la diana o se encuentran en una cantidad de hasta
cinco nucledtidos, se pueden dar eventos de mutaciones “off target”, que pueden
llegar a tasas iguales a las de modificaciones en la diana correcta (Fu et al., 2013).
Por otro lado, también hay que tener en cuenta el tipo celular al que pertenezcan ya
gue se ha demostrado que dependen de la estructura de cromatina y de la
epigendmica que posean (Ma et al., 2014).

El problema de los efectos off-target se ha abordado a través de multiples
estrategias con una finalidad coman: incidir en el disefio del ARN guia para evitar que

éste pudiera coincidir con mas de una secuencia, ya sea codificante o no codificante.

7. IMPLICACIONES ETICAS

La adaptacion del sistema CRISPR como herramienta de edicion genomica
supuso una gran revoluciéon en muchos campos de aplicacion. Es por ello que algunas
de estas aplicaciones como ensayos clinicos, terapia génica de la linea germinal en
embriones o de la linea soméatica en humanos, suscitan cuestiones éticas que deben
ser abordadas de manera objetiva (GoOmez-Tatay & Aznar, 2019).

La edicion genética de la linea germinal es una de las aplicaciones clinicas con

mayor controversia, ya que la modificacion del genoma de gametos y embriones
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suponen un riesgo impredecible ya que pueden generar cambios transmitibles de
generacion en generacion. CRISPR también permite mejorar nuestras capacidades
como ser humano (a esto se le llama transhumanismo o posthumanismo). Por otro
lado, también es posible gracias a CRISPR la edicidn de rasgos del futuro bebé (nifios
de disefio). Es por ello que, la comunidad cientifica desde un primer momento estuvo
totalmente de acuerdo con la prohibiciéon de la modificacion genética de la linea
germinal con fines reproductivos (Baltimore et al., 2015).

Diversos informes recientes, como el que expuso la Sociedad Americana de
Genética Humana (ASHG) reflejan una clara tendencia de los cientificos a rechazar
este tipo de experimentos ya que a dia de hoy las cuestiones éticas, cientificas y
politicas no resueltas hacen inapropiada la edicion genética en embriones para su
posterior implantacion, dejando solo abierta la posibilidad de la investigacion de
embriones y gametos para su posible uso futuro de la terapia génica germinal, pero
no la realizacién de cualquier aplicacion reproductiva (Ormond et al., 2017). Esta
tendencia se observa también en Europa donde representantes de méas de 20 paises
europeos reflexionaron sobre el uso responsable de CRISPR-Cas, tal y como exponen
la Sociedad Europea de Genética Humana (ESHG). En definitiva, aunque hay cierto
acuerdo de postulados en la comunidad cientifica existe una gran cantidad problemas
bioéticos asociados que impiden que el uso de esta técnica a dia de hoy ya que
suponen un riesgo impredecible (Chneiweiss et al., 2017)

En cuanto a la edicion de la linea somatica, CRISPR ha sido utilizado en
numerosos modelos animales con mucho éxito, tal y como se puede observar en la
Tabla 3. En humanos se ha utilizado por primera vez en China en el afio 2016. Tras
extraer células cancerosas de rifion pulmon, higado o garganta de 86 pacientes de
varios ensayos (Cyranoski, 2016) y analizar la sangre de 34 de esos voluntarios se
comprobd que casi todos presentaban una adaptacion inmunitaria contra la proteina
Cas, por lo que suponia que el tratamiento no estaba siendo para nada efectivo y
podria ser perjudicial en los tejidos afectados ya que las células T dirigidas a Cas
tenian una probabilidad de desencadenar un ataque generalizado en los propios
tejidos del cuerpo (Ledford, 2018). Por otro lado, se ha descubierto que CRISPR
produce grandes delecciones y reordenamientos genéticos que se desconocian hasta
la fecha.

Es preocupante la rapidez con la que se estan desarrollando ensayos clinicos

con CRISPR en China y por ello deberian establecerse unas pautas mucho mas

27



estrictas para su uso, analizando con mucha mas cautela el balance riesgo-beneficio
para los pacientes. Es por ello que EEUU suspendié en el 2016, un ensayo en
humanos con CRISPR, debido a sus grandes problemas de seguridad (Reardon,
2016).

Teniendo en cuenta la informacion disponible, se pueden extraer las siguientes
conclusiones sobre las implicaciones éticas:

- CRISPR/Cas es una herramienta muy poderosa en la ingenieria genética de
facil uso y gran potencial, pero a su vez es una herramienta aun muy
desconocida.

- El uso de CRISPR/Cas en terapia génica en humanos sigue siendo hoy dia un
reto casi imposible debido a las consecuencias desconocidas que puede
desencadenar.

- La investigacion debe ir siempre de la mano de la ética. El control de las
investigaciones cientificas debe ser muy exhaustivo y requiere de una gran
cautela. El debate ético entre toda la comunidad cientifica es totalmente
necesario y deber ser constante.

- Antes de llevar a cabo cualquier investigacion se deben analizar todos los
factores a tener en cuenta con el fin de reducir la peligrosidad.

- La poblacion debe conocer cuales son los retos a los que nos estamos
enfrentando, para asi poder participar en la toma de decisiones.

8. DISCUSION

CRISPR ha conseguido en su gran mayoria, arrebatar el puesto a otros
métodos, tales como las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) o las enzimas nucleasas
efectoras de tipo activador de transcripcion (TALEN). Con CRISPR/Cas9 en concreto,
el empleo de un ARN guia para especificar la secuencia diana, basta para realizar el
corte especifico, mientras que el empleo de ZFN y TALEN requieren un disefio mucho
mas tedioso y caro para realizar la misma funcion.

Los beneficios que obtenemos gracias a la tecnologia CRISPR/Cas en
aplicaciones como el sector sanitario y agricola entre otros es claramente un éxito
(Hernandez, 2018). Sin embargo, aunque esta tecnologia ha conseguido grandes
avances, quedan aun muchos problemas por resolver, como el problema que plantea

el efecto off target de Cas9. Es por ello que, una de las principales vias de

28



investigacion de CRISPR/Cas se basan en disminuir los efectos inespecificos (Ma et
al., 2014).

9. CONCLUSIONES

Han pasado 40 afios desde que un equipo japonés durante sus estudios del
funcionamiento de un enzima los llevara por casualidad al descubrimiento de lo que
hoy conocemos como CRISPR-Cas. Esta técnica se ha convertido a dia de hoy en
una poderosisima herramienta que ha revolucionado el mundo de la genética.

Tal y como hemos visto en esta revision bibliografica, pese a sus
inconvenientes tanto funcionales como éticos, esta técnica posee cada dia mas
aplicaciones, tanto en mejora genética aplicada a la produccion animal y vegetal,
como en terapia génica entre muchas otras. Por otro lado, cabe destacar la posibilidad
de su facil aplicacién para resolver otros problemas, como ha ocurrido en su empleo
para el diagndstico de la COVID-19.

Por ultimo, hay que hacer un notable hincapié en el papel de la investigacion.
CRISPR-Cas se ha convertido en la mejor herramienta para la edicion dirigida del
genoma y todo esto ha sido gracias a la gran labor de los investigadores. Su trabajo
constante nos ha permitido llegar a lo que sabemos hoy. Es por ello que debemos

seguir trabajando para conseguir los objetivos que se propongan.
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