ISSN: 1990-7990 RNPS: 2008
Universidad Médica Pinarefia. 2024; 20(2024): 1022
ARTICULO DE REVISION

Tijeras Moleculares, el gran avance en la edicion genética

Molecular scissors, the breakthrough in gene editing

Rolando Javier Alvarez-Pérez'"""" , Robin Fajardo-Alcala’ , Ivanis ldael Corria-Milan?

'"Universidad de Ciencias Médicas de Granma. Facultad de Ciencias Médicas “Celia Sanchez Manduley”.
Granma. Cuba
2Universidad de Ciencias Médicas de Granma. Facultad de Ciencias Médicas de Bayamo. Granma. Cuba

Recibido: 11 de noviembre de 2023
Aceptado: 28 de julio de 2024
Publicado: 03 de septiembre de 2024

Citar como: Alvarez-Pérez RJ, Fajardo-Alcala R, Corria-Milan II. Tijeras Moleculares, el gran avance en la edicion genética.
Universidad Médica Pinarefa [Internet]. 2024 [citado: fecha de acceso]; 20(2024): e1022. Disponible en:
https://revgaleno.sld.cu/index.php/ump/article/view/1022

RESUMEN

Introduccién: Las CRISPR-Cas9 permite modificar, mutar, inhibir, promover, visualizar, corregir, insertar y
cambiar el genoma en diferentes organismos, aunque existe informacion sobre el tema varias instituciones
de salud y sus profesionales no conocen como se utilizan estas tecnologias.

Objetivo: describir el funcionamiento y aplicaciones de la CRISPR-Cas9.

MétodoS: se realizd una revision bibliografica de mayo a agosto del 2023. Se seleccionaron 27 referencias,
la busqueda se llevo a cabo en: Elsevier, SciELO, ClinicalKey, Pubmed y Google Académico.

Desarrollo: el sistema de edicion génica CRISPR esta orientado a seccionar el ADN cromosomico en
posiciones especificas seleccionadas con anterioridad. A partir de este corte, es la célula quien emplea
mecanismos de reparacion del ADN. Tiene tres fases, en la primera hay un segmento del acido nucleico
ajeno que es incluido al locus; en la segunda, se produce la transcripcion del complejo CRISPR/Cas y en la
tercera se identifican las secuencias extranas y las reducen. Se utiliza para esclarecer el mecanismo de los
procesos bioldgicos en la enfermedad humana y su tratamiento; para tratar o prevenir enfermedades o
discapacidades; transforma el genoma de células cuyas modificaciones pueden ser heredadas; induce
modificaciones celulares para el mejoramiento humano.

Conclusiones: La CRISPR/Cas9 en su funcionamiento esta compuesta por tres fases: fase de adaptacion,
fase de expresion y fase de interferencia. Permiten modificar bases especificas, inactivar genes,
silenciando o activando informacion genética. Esas técnicas inciden sobre miultiples areas, como la
terapéutica de enfermedades y estudios biomédicos de base.

Palabras Clave: Bioética; Proteina 9 Asociada a CRISPR; Edicion Genética; Etica Médica; Genes; Genoma
Humano; Ingenieria Genética.
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ABSTRACT

Introduction: CRISPR-Cas9 allows to modify, mutate, inhibit, promote, visualize, correct, insert and
change the genome in different organisms, although there is information on the subject.

Although there is information on the subject, several health institutions and their professionals do not
know how to use these technologies.

Objective: to describe the functioning and applications of CRISPR-Cas9.

Methods: a bibliographic review was carried out from May to August 2023. Twenty-seven references were
selected, the search was carried out in: Elsevier, sciELO, ClinicalKey, Pubmed and Google Scholar.
Development: the CRISPR gene editing system is oriented to section chromosomal DNA at specific positions
selected in advance. From this cut, it is the cell that employs DNA repair mechanisms. It has three phases:
in the first, a segment of foreign nucleic acid is included in the locus; in the second, transcription of the
CRISPR/Cas complex occurs; and in the third, the foreign sequences are identified and reduced. It is used
to elucidate the mechanism of biological processes in human disease and its treatment; to treat or
prevent diseases or disabilities; transforms the genome of cells whose modifications can be inherited;
induces cellular modifications for human enhancement.

Conclusions: CRISPR/Cas9 in its operation is composed of three phases: adaptation phase, expression
phase and interference phase. They allow modifying specific bases, inactivating genes, silencing or
activating genetic information. These techniques affect multiple areas, such as disease therapeutics and
basic biomedical studies.

Keywords: Bioethics; CRISPR-Associated Protein 9; Gene Editing; Ethics, Medical; Genes; Genome, Human;
Genetic Engineering.

INTRODUCCION

El descubrimiento mas importante en los Gltimos 15 afios en materia de ingenieria genética lo constituyen
las Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas
CRISPR/Cas9, un sistema de manipulacion genética de una aparicion muy reciente, compuesto por las
secuencias CRISPR y sus proteinas asociadas (Cas), ha tenido en la propia naturaleza su génesis como
evidencié el microbidlogo espaiol Francis Mojica en 1993, al descubrir que en las Arqueas y bacterias
existia una repeticion de secuencias en el ADN, estas secuencias estaban separadas por espaciadores que
en posteriores estudios demostraron ser parte de secuencias homologas de ADN virico que anteriormente
habian infectado la bacteria."?)

Este evento forma parte de un mecanismo inmunologico de defensa de estos microorganismos ante los
bacteriofagos, existente desde hace millones de afios y desconocido hasta entonces por la Ciencia.® En el
2002 el Dr. Koonin evidencio que el CRISPR era el sistema inmune de las bacterias actuando como
autovacunas. Contenido la informacion genética de aquellos virus que han infectado a las bacterias,
funcionando como una memoria inmunoldgica, permitiendo reconocer si existe reinfeccion y protegerse
ante esta al cortar el ADN viral.??3)

Este sistema de defensa contra ADNs exogenos (virus y plasmidos), fue adaptado biotecnologicamente en
el afo 2012 para editar el genoma de cualquier organismo utilizando los conocimientos sobre la proteina
CRISPR/Cas9. La relevancia de esta herramienta reside en su versatilidad, simplicidad y precision. En los
anos anteriores al descubrimiento de las proteinas CRISPR, se realizaban grandes y complejas
construcciones de 30 a 35 polipéptidos (Zinc fingers, TALENs),® que se encargaban de identificar la
secuencia de ADN a editar, estos polipéptidos estaban asociados a una enzima de restriccion la cual
seccionaba de manera inespecifica el ADN. CRISPR solo consta de dos elementos, una nucleasa y una guia
de ARN.65:6)
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La versatilidad de modificar el genoma ha sido puesta a prueba en diferentes organismos desde bacterias,
levaduras, plantas, células de mamiferos, animales, embriones humanos y humanos adultos. Fuera de ser
solamente tijeras moleculares, los sistemas CRISPR han evolucionado para mutar, inhibir, promover,
visualizar, corregir, insertar y cambiar la forma en la que veiamos la herencia genética como el caso de
CRISPR Gene-Drive.®9La informacion disponible en las bases de datos cientificas acerca del tema va en
aumento. A pesar de esto, varias instituciones de salud y sus profesionales no conocen como se utilizan
estas tecnologias.”) La presente investigacion se realizo con el objetivo de describir el funcionamiento y
aplicaciones de la CRISPR-Cas9.

METODOS

Se realiz6 una revision bibliografica de mayo a agosto del 2023. La busqueda se llevo a cabo en las bases
de datos: Elsevier, SciELO, ClinicalKey, y Pubmed, con el motor de blUsqueda de Google Académico, se
emplearon los términos: Edicion Genética, CRISPR-Cas9, Tijeras Moleculares, Tijeras Genéticas, en idioma
espafol e inglés. Se encontraron 79 articulos con disponibilidad de texto completo.

Las publicaciones encontradas se sometieron a los criterios de inclusion: pertinencia con la tematica del
estudio, que describieran el funcionamiento de las CRISPR-Cas9, publicadas entre los afos 2019-2023; ser
articulos de revision, originales con disponibilidad de texto completo.

De los articulos seleccionados segln el objetivo de la investigacion, se evaluaron inicialmente titulos y
resimenes. Aquellos en los que el resumen no arrojo informacion suficiente para su seleccion se realizo la
lectura del texto completo, quedando seleccionados 27 (34 %).

DESARROLLO

El funcionamiento del sistema CRISPR/Cas consta de 3 fases: fase de adaptacion, fase de expresion y fase
de interferencia. En la primera fase, o fase de adaptacion, hay un segmento del acido nucleico ajeno que
es incluido al locus, especificamente a la region de espaciadores. Asi, el proceso es integrado a la
memoria para dar respuesta de manera efectiva ante infecciones futuras. En la incorporacion actdan,
degradando el ADN ajeno, las propias proteinas Cas, que identifican la secuencia diana en el acido
nucleico ajeno a través del apareamiento de bases complementarias de ADN de doble cadena o ARN
monocatenario, y provoca la ruptura especifica en la secuencia, evitando asi la multiplicacion y extencion
de elementos genéticos ajenos.®

En la segunda fase, o fase de expresion, se produce la transcripcion del complejo CRISPR/Cas. Este
proceso conduce a un precursor, llamado CRISPR-ARN o pre-crARN, terminando en crARNs de pequeno
tamafo que complementan la secuencia de ADN ajeno.®

Por ultimo, la tercera fase o fase de interferencia, en la cual las proteinas Cas, utilizando como guia los
crARNs resultantes de la fase de expresion, identifican las secuencias extranas y las reducen, haciendo
una ruptura especifica que previene nuevas agresiones del agente intruso.®

Sistema de edicion génica CRISPR
El sistema de edicion génica CRISPR en su disefo mas simple esta orientado a seccionar el ADN

cromosomico en una posicion muy especifica seleccionada con anterioridad. A partir de este corte, es la
célula la que emplea multiples mecanismos de reparacion del corte del ADN.
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El mecanismo de restauracion de ADN mas comin es elevadamente mutagénico, ya que conlleva la
delecion de nucleotidos en la posicion del corte, lo que acostumbra causar pérdida de la informacion
genética, y si, ademas, se encuentra la secuencia diana dentro de la regién codificante de un gen, el
producto final acostumbra implicar su disrupcion y pérdida funcional. Cambios del sistema pueden
posibilitar que la restauracion sea mas conservativa, fomentando la recombinacion genética y el
intercambio de una secuencia especifica del ADN por otra. Otras alteraciones del sistema CRISPR permiten
modificar bases especificas, inactivar genes, silenciando o activando informacion genética, de forma que
la gama de posibilidades de edicion génica puede llegar a ser ilimitada.®

Esta tecnologia de corta-y-pega es muy eficaz, particularmente en la eficiencia y especificidad del corte,
pero aun escapa del control el resultado final, ya que necesita del mecanismo de reparacion seleccionado
por la célula para "recoser” el corte realizado en la secuencia de ADN. En el caso de que apliquemos esta
tecnologia para editar el genoma de seres humanos, es esencial valorar que el proceso de “corta-y-pega”
tiene diferente resultado en cada secuencia de ADN (cada cromosoma), y el resultado comdn es la
produccion de individuos "mosaico”, que tienen una combinacion distinta de secuencias alélicas en cada
célula. Ademas, se debe tener en cuenta la probabilidad de que la herramienta de edicion génica no actue
siempre de forma absolutamente guiada, sino que pueda realizar cortes en regiones no previstas, los
(lamados lugares fuera del objetivo, produciendo efectos adversos no deseados.®

Se avanza hacia la comprension de los distintos subtipos del sistema CRISPR/Cas y la utilizacion de
complejos efectores mas reducidos. %12 Por otra parte, la entrega de los componentes de CRISPR/Cas
es aun un reto. En el caso preciso de los vectores virales, preferidos a causa de su poca inmunogenicidad,
el gran tamafo de los efectores Cas entorpece su empaquetamiento en el interior del vector.(® Existe
mucho interés en crear estrategias de entrega no virales para insertar los componentes del sistema
CRISPR/Cas en las células in vivo. Se ha experimentado con compuestos de nanoparticulas lipidicas
solidas, lipofectamina, nanoparticulas de oro y polimeros catiénicos como transportes de entrega no viral
de Cas9, y el sgRNA ha hecho posible inactivar genes de manera efectiva in vivo en diversos de tejidos. (¥

Las nanoparticulas posibilitan tratamientos acumulativos recurrentes, por lo que, con un porcentaje
minimo de genes editados en cada tratamiento, el efecto positivo total puede aumentar con el nimero de
aplicaciones. Aunque esto pueda parecer prometedor, los vehiculos de entrega de CRISPR/Cas9 a través de
nanoparticulas necesitan ser mejorados en cuanto a la biodegradabilidad y la accesibilidad desde la
corriente sanguinea hasta el tejido diana.(™ Se han evidenciado avances relevantes en los Gltimos afios
para disminuir los defectos relacionados con los abordajes de entrega por virus, basados en mMRNA,
plasmidos y proteinas para el sistema CRISPR/Cas9. No obstante, cada plataforma aln afronta diversos
obstaculos en la traduccion. Sin embargo, los progresos actuales han conducido al desarrollo de
transportes de entrega con capacidades sin precedentes sobrepasando muchas barreras que alguna vez
estuvieron escondidas en la capacidad traduccional de este sistema. ("

Esas técnicas inciden sobre multiples areas, como la terapéutica de enfermedades y estudios biomédicos
de base. También podrian utilizarse para personalizar caracteristicas humanas para fines
extraterapéuticos de mejora. Entre las bondades de la edicion para el tratamiento de enfermedades esta
el mejoramiento de terapias genéticas y celulares.('®

A parte de las aplicaciones clinicas, la edicion genética permite generar series de células isogénicas y
animales alterados para su uso en estudios biomédicos de base. Las células isogénicas tienen un perfil
genético concreto y estandarizado, mientras que los animales alterados (conocidos como “quimeras”)
poseen caracteristicas del organismo humano. De esa manera, los cientificos poseen en sus manos modelos
experimentales de control que proporciona la generalizacion del conocimiento empirico.('® Actualmente,
el manejo de estas herramientas de ingenieria genética se evidencia en cuatro contextos que necesitan
consideraciones ético-regulatorias diferenciadas: la investigacion basica, la aplicacion clinica en células
somaticas, la aplicacion clinica en células germinales y el mejoramiento humano."”)
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Investigacion basica: utilizacion de la edicion genomica para arrojar luz sobre el mecanismo de los
procesos biologicos en la enfermedad humana y su tratamiento. Existen provisiones éticas y regulatorias
impuestas para velar por el correcto manejo de la edicion genomica humana a través de modelos in vitro
en laboratorio (v. g.: registro de protocolos de investigacion, evaluacion y aprobacion por comités ad hoc
sobre el proceso de investigacion, vigilancia de resultados, presentacion de datos ante pares, publicacion
de reportes finales, etcétera)."”

Aplicacion clinica en células somaticas: utilizacion de la edicion genémica con el objetivo de tratar o
prevenir enfermedades o discapacidad (v. g.: “corregir” células de diferentes tejidos humanos, excepto
las células germinales). Ademas de las provisiones mencionadas en el punto anterior, el uso en células
somaticas debe hacerse en el contexto de ensayos clinicos restingidos al tratamiento y la prevencion de
enfermedad o discapacidad, con evaluacion sistematica de la seguridad y la eficacia, en un contexto de
valoracion de los riesgos/beneficios previstos y dentro de un marco de transparencia.('?)

Aplicacion clinica en células germinales: este uso crea mayor inquietud debido a que transforma el
genoma de células cuyas modificaciones pueden ser heredadas, en otras palabras, que provoca cambios
integrados al genoma humano y su distribucion en la poblacion sin saber los efectos que puedan acarrear.
Demanda mayor precaucion en cuanto a seguridad y efectos no esperados, ya que puede incidir
importantemente en los seres humanos desde un punto de vista individual, pero también como especie.
Desde el punto de vista bioético, la alteracion genomica de células germinales puede afectar principios
como el de autonomia (en la medida en que los herederos de la modificacion no deciden sobre dicha
inclusion en su genoma), de beneficencia/no-maleficencia (la valoracion del potencial riesgo/beneficio
que representa) y, finalmente, la justicia (distribucion inequitativa de los beneficios, riesgos y dafos de la
poblacion, afectando o beneficiando a partes de la sociedad inequitativamente). Es por ello que el
consenso internacional propone su uso solamente en situaciones cuyo objetivo solo sea el tratamiento o
prevencion de enfermedad o discapacidad seria (sobre todo en condiciones en las que se desconozca otra
alternativa), bajo vigilancia estricta y siguiendo criterios muy especificos.('”)

Mejoramiento humano: se refiere al uso de las técnicas de edicion genética para inducir modificaciones
celulares en contextos donde no exista enfermedad y las capacidades funcionales de la persona son
normales, a través del “mejoramiento humano” (por ejemplo, aumento de la masa muscular para tener
mas fuerza, aumento de las capacidades cognitivas, cambios estéticos). La utilizacion de estas técnicas
fuera de situaciones en las que el tratamiento de enfermedades o discapacidades es considerado
inapropiado actualmente, mientras se desconozcan los riesgos y efectos secundarios posibles y no se
pueda determinar la incidencia sobre los principios de autonomia, beneficencia/no-maleficencia y
justicia.”

Debido a su amplio rango de alcance, tanto en estudios de investigacion como en el desarrollo de nuevos
productos en diversos sectores como la industria agro-ganadera y la salud humana, se genero una atencion
especial a nivel global sobre las implicaciones medioambientales,™® politicas, econdémicas, y
sociales.?%21.22.23) Aun siendo de gran importancia saber como funciona y sus multiples aplicaciones, no
debe dejarse de lado uno de los elementos que define su viabilidad: la regulacion tecnoldgica. 2425.26)

Para seguir estimulando la biotecnologia mediante los estudios investigacion basica y el progreso de
nuevas tecnologias, es menester concretar y diferenciar las técnicas de edicion genética de otras, como la
transgénesis, dentro del entorno regulatorio. Asi se evitarian inconvenientes innecesarios dentro del
entorno regulatorio-legal para solventar problemas actuales o fomentar soluciones mas eficaces, sin
abandonar la ética en la investigacion y la bioseguridad que implica una tecnologia de alto impacto.®?”

CRISPR-Cas9 es una tecnologia de edicion genética que ha revolucionado la biologia molecular desde su
desarrollo. Su capacidad para realizar modificaciones precisas en el ADN ha abierto nuevas posibilidades
en diversas areas, incluyendo la medicina, la agricultura y la investigacion basica.
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La CRISPR-Cas9 se esta utilizando para tratar enfermedades genéticas. Por ejemplo, ensayos clinicos han
demostrado su eficacia en el tratamiento de la beta-talasemia y la anemia falciforme. En 2020, un estudio
publicado en Nature mostré que pacientes tratados con CRISPR-Cas9 mostraron mejoras significativas en
sus condiciones. Investigaciones estan explorando el uso de CRISPR para desarrollar terapias contra el
cancer. Un estudio publicado en Cell demostré que se puede utilizar para eliminar células tumorales
especificas sin afectar las células sanas circundantes. También se investiga como una herramienta para
combatir infecciones virales, incluyendo el VIH y el SARS-CoV-2. Un estudio reciente mostré que CRISPR
puede ser utilizado para desactivar genes virales, lo que podria ofrecer nuevas estrategias terapéuticas.

A pesar de sus beneficios, el uso de CRISPR-Cas9 plantea importantes cuestiones éticas. La posibilidad de
editar genes en embriones humanos genera preocupaciones sobre "disefio genético” y sus implicaciones
sociales. Existe preocupacion sobre cdmo estas tecnologias podrian exacerbar las desigualdades existentes
en salud y acceso a alimentos. Las regulaciones varian globalmente; algunos paises han adoptado enfoques
mas permisivos hacia la investigacion con CRISPR, mientras que otros son mas restrictivos.

CRISPR-Cas9 es una herramienta poderosa con aplicaciones potenciales que podrian transformar la
medicina y la agricultura. Sin embargo, es crucial abordar los desafios éticos y regulatorios asociados con
su uso para garantizar que se utilice de manera responsable y equitativa.

CONCLUSIONES

La CRISPR/Cas9 esta compuesta por las secuencias CRISPR y sus proteinas asociadas (Cas). Consta con tres
fases: fase de adaptacion, fase de expresion y fase de interferencia. Permiten modificar bases especificas,
inactivar genes, silenciando o activando informacion genética. Esas técnicas inciden sobre mdltiples areas,
como la terapéutica de enfermedades y estudios biomédicos de base.
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