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L os descubrimientos que mostraron gque la herencia de las caracteristicas de los progenitores se
transmite a los descendientes a través de |0s genes, trajeron consigo la necesidad de estudiar su
funcién en el genoma de los seres vivos. Los genes, que dirigen la sintesis de las proteinas,
consisten en secuencias especificas de las unidades que los componen (nucledtidos), localizados
dentro del genoma de cada una de las especies. A través de la historia de la Genética y Biologia
Molecular, se han desarrollado diferentes métodos para estudiar el papel que desempefian las
proteinas. Dentro de estos métodos, se encuentra la modificacion de la secuencia de los genes o
regiones de control responsables de su expresion. Estas modificaciones, que corresponden en
muchos casos a mutaciones, han permitido reprimir o activar la expresion de los genes utilizando
metodol ogias que consumian mucho tiempo, recursos materiales y econémicos. En 2012, Jinek y
colaboradores, dirigidos por las cientificas Jennifer Anne Doudna'y Emmanuelle Charpentier,
describieron un método sencillo, rpido y eficaz para modificar lainformacién genética utilizando
la herramienta CRISPR/Cas9 (por sus siglas en inglés. “Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/ CRISPR-associated [Cas] protein 9”; en espafiol: Repeticiones palindromicas
cortas agrupadas regularmente interespaciadas/Proteina 9 asociada a CRISPR [Cas]). Este
mecanismo |o presentan de manera natural las bacterias para defenderse de la introduccion del
material genético exégeno, como es el caso de la infeccidn por bacteriéfagos y plasmidos, entre
otros.

Las galardonadas por €l Nobel de Quimica 2020

Jennifer Anne Doudna es una bioguimica estadounidense nacida en 1964 en Washington, Estados
Unidos. Estudio la licenciatura en Quimica en la Universidad de Pomona, el doctorado en
Bioquimica en la Universidad de Harvard y realiz6 una estancia postdoctoral en la Universidad de
Colorado. Actualmente es profesora en los Departamentos de Quimica y Biologia Molecular y
Celular de la Universidad de California, Berkeley, Estados Unidos, asi como investigadora del
Instituto Médico Howard Hughes. La Dra. Doudna ha recibido numerosos premios por sus
descubrimientos, entre ellos el Premio Japon (2016), el Premio Kavli (2018), el Premio LUI Che
Woo Welfare Betterment (2019), el Premio Wolf en Medicina (2020) y recientemente el Premio
Nobel de Quimica 2020. Ademas, es lider en la discusion publica de las implicaciones éticas de la
edicion de los genomas, incluido el humano (https://doudnal ab.org/biof).

Emmanuelle Charpentier es microbidloga, genetistay bioquimica nacida en 1968 en Juvisy-sur-
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Orge, Francia. Estudio la licenciatura en la Universidad Pierre y Marie Curie, Paris, Francia 'y
obtuvo el Doctorado en Microbiologia en el Instituto Pasteur, Paris, Francia. La Dra. Charpentier
desarroll6 su carrera cientifica en instituciones de investigacion en Francia, Estados Unidos,
Austria, Suecia y actualmente en Alemania. Es fundadora, cientificay directora general de la
Unidad Max Planck para la ciencia de los patdgenos y profesora honoraria en la Universidad
Humboldt en Berlin, Alemania. Emmanuelle Charpentier es ampliamente reconocida por las
investigaciones gue sentaron las bases para desarrollar |a tecnologia innovadora de ingenieria del
genoma mediada por CRISPR/Cas9. Ha recibido numerosos premios y distinciones internacionales
de prestigio, incluido el Premio Nobel de Quimica 2020 y es miembro de sociedades cientificas
nacionales e internacionales. Es cofundadora de CRISPR Therapeutics y ERS Genomics para el
desarrollo de la tecnologia de ingenieria del genoma CRISPR/Cas en aplicaciones biotecnol 6gicas
y biomeédicas (https://www.emmanuelle-charpentier-pr.org/short-biography/).

El desarrollo de la tecnologia de ingenieria genética CRISPR/Cas9, por ambas investigadoras,
cambi de manera definitiva la investigacion en gendmica, debido a que permite la edicion de los
genomas modificando o eliminando rapidamente y con gran precision genes o grupos de genes. La
edicion significa corregir, eliminar o afiadir caracteristicas en un organismo, dando lugar a enormes
aplicaciones en la biologia, la medicinay la agricultura, cambiando drésticamente |as perspectivas
sobre la modificacion de los genomas. La descripcion y adaptacion del sistema CRISPR/Cas9
como herramienta molecular para modificar los genes de cualquier ser vivo en €l laboratorio, les
permitié a sus autoras ser galardonadas con el Premio Nobel de Quimica 2020, anunciado el
pasado 7 de octubre en Estocolmo, Suecia.

El mé&odo CRISPR/Cas9 para la ediciéon de genes

(=]

Figura 1. Interferencia del DNA mediada por CRISPR/Cas9 en la inmunidad adaptativa bacteriana. Se
muestra la organizacién tipica de un sistema CRISPR/Cas de tipo Il (locus). A) Fase adaptativa. La
infeccion de la bacteria por un bacteriéfago conduce a laintegracion de un protoespaciador (DNA del
bacteriéfago, rectangulo verde oscuro) dentro de laregién CRISPR. Laregién CRISPR comprende una
serie de secuencias repetitivas (repetidos, rombos cafés) interespaciadas por fragmentos cortos de
secuencias no repetitivas (espaciadores, rectangulos de color verde oscuro, verde agua, verde claro y
amarillo). Previo alaregion CRISPR se encuentra un conjunto de genes (operdn cas, flechas de colores)
asociados a CRISPR. El operén cas esta precedido por genes de una familia de RNA trans-activadores
(tracrRNA, rectangulo naranja), importante para el procesamiento y maduracion del RNA de CRISPR
(crRNA). Estos genes expresan RNASs no codificantes Unicos que tienen homologia con las secuencias
repetidas. Tras lainfeccidn por bacteri6fagos, la maguinaria de insercién (proteinas Casl, Cas2 y Csn2)
incorpora un nuevo espaciador (rectangulo verde oscuro) derivado de |os elementos genéticos invasores
de laregion CRISPR. B) Fase de expresion. Una vez integrado el nuevo espaciador (que contiene la
secuencia invasora) y a momento de una nueva infeccidn, esta secuencia se transcribe con los demés
espaciadores en un RNA precursor de CRISPR (pre-crRNA) gue contiene los repetidos (lineas cafés) y
espaciadores (lineas de color verde oscuro, verde agua, verde claro y amarillo). La secuencia tracrRNA
se transcribe por separado y posteriormente interacciona con los repetidos de pre-crRNA para la
maduracién del crRNA mediada por laRNasa lll. El corte adicional del extremo 5? del crRNA (puntas
de flecha grises) por nucleasas desconocidas reduce la longitud de la secuencia guia a 20 nucledtidos
obteniéndose los crRNAs maduros (crRNA-tracrRNA). C) Fase de interferencia. Durante esta fase, la
molécula madura crRNA-tracrRNA se acopla a la endonucleasa Cas9 y la dirige hacia el DNA de la
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nueva infeccién gue contiene una secuencia complementaria a la del crRNA de 20 nucleétidos.
Adyacente a estos 20 nucledtidos se encuentra la secuencia PAM (dominio adyacente al
protoespaciador) que juega un papel importante para el corte del DNA viral. Modificado de Jiang y
Doudna 2017.

Actualmente se sabe que los sistemas CRISPR/Cas estan presentes de manera natural en un gran
numero de bacterias, en casi todas las arqueas (antes arqueobacterias), en algunos bacteriofagos y
plasmidos (fragmentos de DNA [&cido desoxirribonucleico] no unido al cromosoma),
(Kamruzzaman e Iredell, 2020). El sistema CRISPR/Cas proporciona a las bacterias inmunidad
adaptativa en un proceso en donde éstas capturan fragmentos de DNA provenientes de
bacteriofagos o plasmidos y los incorporan a su genoma dentro de la region CRISPR (Figura 1A).
Este mecanismo proporciona a las bacterias €l registro genético de una primera infeccion que les
permitira prevenir que ocurra por segunda ocasion (Jiang y Doudna 2015, 2017). Aunque €l
sistema CRISPR/Cas tom0 auge a partir del 2012, cuando se describié como una herramienta de
laboratorio para modificar 10s genes, existen trabajos desde |os afios 80 donde se describe este
mecanismo gue incluye un RNA (&cido ribonucleico) que identifica e interacciona con el DNA o
RNA blanco y una proteina Cas que puede cortar de manera precisa tanto DNA como RNA.

Con base en la organizacion del operén que contiene la regiéon CRISPR y a los genes para las
proteinas Cas, este sistema se clasifica en tres tipos principales (I, 11 y I11), que a su vez se dividen
en 11 subtipos (1A alF, II-A all-Cy I11-A alll-B) (Jiang y Doudna 2015); algunos de estos
procesan DNA y otros, RNA. El sistema CRISPR/Cas9 forma parte del tipo 11, que se ha
identificado exclusivamente en bacterias y utiliza una sola proteina nucleasa multifuncional (Cas9)
para el reconocimiento y corte del DNA. Dentro del genoma de las bacterias, el operon
CRISPR/Cas9 contiene una familia de trans-activadores de RNA de CRISPR (tracrRNA) que se
requiere parala maduracion del RNA de CRISPR (crRNA), seguido de otros genes cas (cas9, casl,
cas2 y csn2), que promueven laincorporacion de material genético foraneo al genoma bacteriano y
laregion CRISPR gue contiene |as secuencias incorporadas (protoespaciador) de |os bacteri6fagos
o plasmidos invasores, separadas por secuencias repetidas (Figura 1A) (Jiang y Doudna 2017).

La inmunidad mediada por CRISPR/Cas9 se produce en tres etapas principales. 1) en la fase
adaptativa, las bacterias responden a virus mediante la integracién de fragmentos cortos de DNA
vira en su genoma dentro de laregion CRISPR (Figura 1A); 2) en la fase de expresién, por un
lado, la transcripcion de los elementos espaciadores-repetidos genera un RNA precursor de
CRISPR (pre-crRNA) vy, por otro lado, se transcriben los RNA trans-activadores (tracrRNA). Este
ultimo RNA contiene una secuencia que activa a la nucleasa de Cas9 y una region que se aparea
con los repetidos dentro del pre-crRNA, permitiéndose la maduracion del RNA de CRISPR
(crRNA) mediante un procesamiento enzimatico con la RNasa Ill (enzima de |la bacteria
hospedera). EI crRNA maduro contiene la secuencia del virus integrado previamente y una parte de
los repetidos en donde interacciona el tracrRNA formando un complejo RNA-RNA (Figure 1B); y
3) en lafase de interferencia participan dos componentes principales: a) un RNA, de lainfeccién
vira previa, que sirve de guia para identificar e interaccionar con el DNA de la nuevainfeccion, y
b) la proteina Cas9, una enzima endonucleasa que corta el DNA para evitar una segunda infeccion
(Figura 1C) (Jiang y Doudna 2017). Gracias a la sencillez del sistematipo Il (nucleasa Cas9 y
RNA guia) paradirigirse a blanco deseado, Doudna, Charpentier y colaboradores, implementaron
este sistema para editar DNA que al ser cortado puede ser reparado por la maquinaria reparacion de
DNA de la célula. Las vias de reparacion pueden requerir un DNA que sirva como molde para
incorporar los cambios, o en ausencia de un molde se repara de manera general el DNA
eliminando, insertando algunos nucledtidos (Figura 2A) o cambiando un solo nucledtido (Figura
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Figura 2. Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas9 en la edicion de genes. A) Edicién gendmica. Esta
técnica edita por escision directa de la doble cadena de DNA. Las rupturas se reparan por la maguinaria
de reparacion celular enddgena dando como resultado la insercion, delecidn, o reemplazo del DNA
donante que se incorporaen € complejo CRISPR/Cas9. Este tipo de edicion es permanente. B) Edicion
de un nucledtido. Un dominio fusionado a complejo CRISPR/Cas9 reemplaza un nucledtido por medio
de lareplicacion o reparacion del DNA. Este cambio de base Unica es permanente y se propaga a la
hebra complementaria de DNA. Con este sistema se pueden generar y corregir mutaciones o eliminar
totalmente la expresién de una proteina (knockout). C) Regulacién de genes. La regulacion de genes se
basa en la inhibicion o activacion temporal de la expresion de las proteinas. La inhibicion génica esta
mediada por CRISPR/iCas9 que impide la transcripcion del gen blogueando la produccion de la
proteina, mientras que la activacion de genes esta mediada por CRISPR/aCas9 por activacion de la
transcripcion parala produccion de las proteinas. M odificado de Doudna 2020.

En 2012, Jinek y colaboradores, bajo la direccion de las Dras. Doudnay Charpentier, describieron
y adaptaron el sistema CRISPR/Cas9 de |la bacteria Streptococcus pyogenes para utilizarlo como
una herramienta de laboratorio para la escisiéon de DNA en sitios especificos y destacaron el
potencial del sistema para la edicion del genoma utilizando un RNA guia (fusion de crRNA y
tracrRNA) que se podia programar para cualquier secuencia de DNA (Jinek et al., 2012). Este
sistema CRISPR/Cas9 es una tecnol ogia que hace posible corregir errores en el genomay activar o
inhibir genes en células y organismos de manera més f&cil y precisa que los métodos descritos
antes de este descubrimiento. Permite reconocer un sitio especifico en los organismos donde se
introduce una secuenciay alli cortar las hebras del DNA; de esa forma se pueden silenciar genes o
introducir nuevo material genético (Doudnay Charpentier 2014). Este método funciona como unas
“tijeras moleculares’ que se pueden programar para realizar una cirugia precisa en los genes de
interés (Charpentier 2015).

La versatilidad de esta metodologia ha permitido implementar el uso de la nucleasa modificada
iCas9 (cataliticamente inactiva, CRISPR/iCas9) para silenciar genes. La enzima iCas9 se puede
unir alaregion blanco (generalmente el inicio de los genes) y a ser incapaz de realizar un corte,
permanece unida a este sitio e inhibe la expresién del gen de interés, impidiendo el reclutamiento
de factores necesarios para la expresion; asimismo, se ha implementado el uso de un sistema
activador (CRISPR/aCas9) €l cual favorece la union de los factores de trascripcion incrementando
la expresion de los genes (Figura 2C). De igual manera, se ha puesto en funcionamiento el uso de
Cas9 fusionada a etiquetas convencionales, que se puede detectar usando anticuerpos contra las
etiquetas, para determinar lalocalizacion subcelular de proteinas que se unen a alguna secuencia de
DNA particular.

Aplicaciones de CRISPR/Cas:. beneficiosy riesgos

El impacto de esta tecnologia en el desarrollo de la ciencia basica, lamedicinay la agricultura ha
sido enorme en el mundo. Se ha utilizado para el tratamiento de enfermedades en model os
animales y se han modificado las caracteristicas genéticas de un gran nimero de organismos entre
los que se encuentran bacterias, levaduras, plantas, mamiferos, etcétera. Desde su descripcion en
2012, se ha adoptado esta metodologia por muchos laboratorios de investigacion en el desarrollo
de tratamientos para enfermedades como cancer, padecimientos hereditarios como la distrofia
muscular de Duchenne e infecciones virales, entre otras (Jiang y Doudna 2017; Doudna 2020).
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Utilizando esta metodologia se han establecido diversas lineas celulares, asi como modelos
animales con varias modificaciones (mutaciones 0 eliminaciones en genes particulares) para
estudiar su participacion en diversas enfermedades. Se han desarrollado estrategias para corregir
genes en enfermedades monogénicas (un gen involucrado) y multigénicas (méas de un gen
involucrado). Las enfermedades en las que se ha usado esta tecnologia incluyen: fibrosis quistica,
beta talasemia, anemia falciforme, hemofiliay la enfermedad de Huntington, ya sea haciendo la
correccion en zigotos o en células troncales pluripotenciales inducidas (Zhang et al., 2016).
Adicionalmente, debido a que el mantenimiento de modelos animales resulta costoso y las lineas
celulares no reconstruyen el microambiente de células comprometidas a un lingje celular, se han
utilizado los organoides, que son cultivos tridimensionales de células troncales embrionarias o
células troncales pluripotentes inducidas, derivadas de pacientes que exhiben caracteristicas de
organos completos. Estos organoides pueden ser editados por CRISPR/Cas9 y se puede estudiar €l
efecto de cada mutacion causante de una enfermedad al ser trasplantados en animales. En cancer se
ha analizado el efecto de la edicion en tumorigénesis, donde se ha podido encontrar, por ejemplo,
gue mutaciones en el gen p53 (editadas por CRISPR/Cas9) hace a este organoide sensible al
inhibidor nutlin-3a, permitiendo dar tratamiento a personas que tienen mutaciones en este gen.
Alternativamente, como parte de la terapia personalizada, |0s organoides derivados de pacientes
con alguna enfermedad pueden ser editados por CRISPR/Cas9, es decir, € gen defectivo puede ser
corregido y el organoide puede implantarse en el paciente (Baliou et al., 2018). Esta metodologia
se ha aplicado también en la modificacion de células del sistema inmune para que sean mas
efectivas en destruir células cancerosas y agentes infecciosos. Por otro lado, se desarrollan drogas
paratratar enfermedades del corazdn, de la sangre y para la ceguera. Ademas del impacto de esta
tecnologia en la investigacion biomédica, se ha utilizado ampliamente en la investigacion en
plantas para el mejoramiento de cultivos, haciéndol os resistentes a diferentes condiciones, con una
transformacion de la agricultura

Uno de los principales riesgos de la metodologia CRISPR/Cas9 es que el sistema no es 100%
exacta; la nucleasa Cas9 puede realizar cortes inespecificos en regiones diferentes ala que se desea
modificar, o cual puede causar cambios en genes no deseados y por |o tanto se puede causar dafio
y enfermedades graves. Existen reportes sobre dafios producidos por el sistema CRISPR/Cas9 en
animales, vegetales y células humanas. Para contravenir estos efectos, se han explorado estrategias
para disminuir €l riesgo de inespecificidad, encontrandose que a aumentar la especificidad de Cas9
por su sitio blanco y disminuir su actividad de nucleasa, se obtienen resultados promisorios.

[x]

Figura 3. Articulos relacionados con CRISPR/Cas9. La grafica fue obtenida al hacer la blsqueda en
PubMed con las palabras “ CRISPR Cas9” (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=crispr+cas9), el 28
de octubre de 2020. El total de publicaciones encontradas asciende a 15308. Se presentan los datos a
partir del afio 2012, cuando se publicé el primer trabajo sobre CRISPR/Cas9 como herramienta de
laboratorio parala edicién del genoma.

Al menos un grupo de investigacion hareportado e uso de CRISPR/Cas9 en embriones humanos,
investigaciones que han causado una gran polémica en el mundo por las implicaciones éticas que
esto tiene. En la actualidad, la busqueda de las palabras “CRISPR Cas9” en PubMed
(https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/), una base de datos de publicaciones cientificas arroja méas de 15
mil trabajos relacionados con este tema, de los cuales, la gran mayoria han sido publicados después
de 2012 (Figura 3). Estas publicaciones ponen en evidencia el impacto que ha tenido la tecnologia
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CRISPR/Cas9 en €l desarrollo de lacienciaen e planeta; sin embargo, debido a inmenso nimero
de aplicaciones que tiene esta metodologia como herramienta de ingenieria genética es
indispensable que se utilice con responsabilidad y es urgente elaborar regulaciones para su
aplicacion.

Glosario

Bacteriéfagos: Virus que infectan alas bacterias.

Endonucleasa: Enzima que corta &cidos nucleicos (DNA o RNA).

Knockout: Eliminacién total de la expresion de un gen.

L ocus: Posicién que ocupa un gen o una secuencia particular dentro del genoma.
Opero6n: Regién dentro del genoma gque agrupa varios genes.

Protoespaciador: Secuencia proveniente de un bacteriéfago o pldsmido que se integraen laregion
CRISPR.

Trans-activadores: Moléculas de RNA que activan la funcion de otras moléculas, actian en
“trans’.

Zigoto: Célula resultado de la union de un gameto masculino y un gameto femenino en la
reproduccion sexual de los organismos.
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