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Resumen

Las repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas (CRISPR, por sus
siglas en inglés), junto con la endonucleasa Cas, forman el complejo CRISPR/Cas. Este sistema
se descubrié como un mecanismo de defensa inmune presente en bacterias y arqueas, quienes
incorporan ADN de patégenos, como bacteriéfagos, entre secuencias palindrémicas repetidas
y, posteriormente, generan un ARN llamado «ARNcr» al transcribirse. En caso de una segunda
infeccion, el ARNcr acoplado con Cas reconoce el transcrito del patégeno y Cas degrada el
ARNm de manera andloga al ARN de silenciamiento (ARNsi). Debido a su actividad como
endonucleasa y capacidad de reconocimiento en secuencias especificas, el sistema CRISPR/Cas
se ha aprovechado en la ingenieria genética para activar genes, reprimirlos, inducir mutaciones
puntuales y cambiar secuencias mediante recombinacién homdloga. CRISPR también se ha
empleado para generar modelos murinos de enfermedades humanas y evaluar la fisiologia
celular mediante la activacion o represion simultanea de diversos genes. En esta revisién se
explica el funcionamiento del sistema CRISPR/Cas, se mencionan sus aplicaciones potenciales
en terapia celular y genética, y se detallan las perspectivas a futuro de esta herramienta.

Abstract

CRISPRs (clustered regularly interspaced short palindromic repeat), along with the Cas endo-
nuclease, form the CRISPR/Cas system. The system was discovered as a defense mechanism in
bacteria and archaea, in which DNA from a pathogen —such as a bacteriophage— is incorpo-
rated between repeated palindromic sequences and later transcribed into an RNA known as
crRNA. In a second infection, the crRNA coupled with Cas matches the pathogen’s transcript
sequence and Cas silences or degrades the mRNA in a similar mechanism as a silencing RNA
(siRNA). Due to its endonuclease activity and its ability to recognize specific sequences, the
CRISPR/Cas system has been used in genetic engineering to activate or repress genes, to in-
duce point mutations, and to alter sequences through homologous recombination. CRISPR
has also been used to establish accurate models of human disease in mice and to evaluate
cellular physiology through the simultaneous activation or repression of various genes. In this
review article, we include the mechanism of action of the CRISPR/Cas system, its potential
applications in cell and gene therapy, and future perspectives.
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Antecedentes

En la actualidad, una de las areas de mayor desa-
rrollo en la biologia molecular y terapia génica es la
edicién gendmica dirigida. Esta emplea proteinas con
dominios de unién a secuencias especificas de ADN
y actividad nucleasa para su escision. Estas técnicas
se usan desde el desarrollo de modelos experimen-
tales de estudio hasta la implementacion de la terapia
génica.

Los inicios de la edicién gendémica dirigida datan
de 1970 con el método de reparacién por recombina-
cion homdloga (HDR, por sus siglas en inglés). Dicho
método, aunque permite la manipulacion precisa de
genes, posee un proceso largo y complicado que no
garantiza un resultado efectivo en todos los casos.
Por ello, a partir de la necesidad de confiabilidad y
eficiencia en la edicién del genoma, recientemente
se desarrollaron tecnologias méas precisas como las
nucleasas con dedos de zinc y la tecnologia de TA-
LENSs (transcription activator-like effector nucleases).
Por un lado, las nucleasas unidas a dedos de zinc se
basan en un dominio Cys2His2, que reconoce un tri-
plete especifico segun los residuos de la o hélice que
se hayan elegido." A su vez, la tecnologia TALENs
utiliza motivos de unién de ADN para dirigir a una
nucleasa.? Mientras que los dedos de zinc reconocen
tripletes de ADN, cada dominio de TALEN reconoce
un solo nucledtido. Estas herramientas actualmente
son de las mas confiables y empleadas.

Aunque ambas herramientas presentan ventajas
considerables (facilidad de localizar secuencias,
disefo rapido y precision al escindir), también son
métodos costosos y, en ocasiones, su construccion
resulta complicada. Por ello, el sistema CRISPR surge
como una alternativa factible para lograr la edicién del
genoma: es de facil disefio e introduccién, mas eco-
némico, rapido y eficiente al momento de localizar y
modificar una secuencia. Por estos factores, CRISPR
se ha convertido en uno de los sistemas con mayor
potencial en la edicién gendmica y actualmente se es-
tudian sus posibles aplicaciones en diversos ambitos.

Descubrimiento del sistema CRISPR/Cas

En 1987, un grupo de investigacion de la Universi-
dad de Osaka observd secuencias repetidas de 29
nucledtidos altamente conservadas en el genoma
de Escherichia coli® En primera instancia, se penso
que dichas secuencias eran ADN «basura»; sin em-
bargo, diversos analisis bioinformaticos posteriores
revelaron que las secuencias entre estos repetidos,
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llamadas «espaciadoras», eran complementarias con
secuencias de algunos fagos y virus que atacan a las
bacterias. Esto sent6 las bases para establecer que
las bacterias poseian algo similar a un sistema inmune
con memoria. Posteriormente, Koonin y Makarova pro-
pusieron que algunos organismos (principalmente las
bacterias y arqueas) integran fragmentos del ADN de
los fagos en su propio genoma y que, al transcribirse,
reconocen las del nuevo virus y forman un complejo
de doble cadena que detiene el proceso infectivo. Ello
cobrd aun mas sentido al comparar estas secuencias,
bautizadas como «CRISPR», con el silenciamiento gé-
nico por ARN interferente en eucariontes.* Finalmente,
en 2007, otro equipo demostrd que Streptococcus ther-
mophilus podia adquirir resistencia a un fago, ya que
al ser expuesto a éste incorporaba un fragmento de la
secuencia del intruso.® Una vez definida la naturaleza
de CRISPR, las investigaciones se centraron en esta-
blecer las moléculas involucradas en el procesamiento
del ARN con la secuencia complementaria (ARNcr)
y la formacion del complejo CRISPR/Cas.® Tiempo
después, cuando se descubrié su actividad endonu-
cleasa y la presencia de dos sitios de corte, ademas
de la alta especificidad del ARNcr, se comenzé a
plantear la posibilidad de utilizar a CRISPR/Cas como
un sistema de edicion gendmica. Posee dos factores
importantes para dicho propésito: una endonucleasa
y una secuencia complementaria de reconocimiento.
Hoy en dia, este sistema es considerado entre los mas
eficientes y precisos, mientras que su potencial sigue
siendo estudiado.

Mecanismos de accién para corte y
reparacion de secuencias en un sistema
bacteriano

CRISPR/Cas es un mecanismo de defensa en bac-
terias y arqueas analogo al silenciamiento con ARN
interferente en eucariontes, que identifica y degrada
secuencias de acidos nucleicos exdgenos. Se com-
pone de dos elementos: un ARN proveniente de la
secuencia CRISPR, llamado «ARNcr», y la endo-
nucleasa Cas. EI ARNcr es el encargado de dirigir a
Cas hacia su secuencia complementaria, donde Cas
realiza el corte.

La secuencia CRISPR se compone de un lider o
promotor y distintas secuencias espaciadoras (de 25 a
50 nucledtidos) flanqueadas por elementos repetidos,
usualmente palindromicos (de aproximadamente 32
nucledtidos). Un ejemplo de esta ultima es la reportada
para Escherichia coli K-12: CGGTTTATCCCCGCT-
GGCGCGGGGAACAC.”
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El primer paso en la respuesta inmunoldgica es la
adquisicion de secuencias espaciadoras tras la exposi-
cion al patdégeno, ya sea material genético de un virus
o un plasmido. Una vez que estas secuencias estan
en el citoplasma, la célula reconoce una secuencia
conocida como motivo adyacente al protoespaciador
(PAM) e incorpora los nucleétidos adyacentes al
PAM como elemento espaciador junto al promotor en
CRISPR. Durante este proceso, genera una copia de
la secuencia repetida para que ambas queden flan-
queando el nuevo fragmento (Figura 1).

En una segunda etapa, se transcribe el ARNcr.
Se han identificado tres tipos de sistemas segun las
endonucleasas involucradas y el procesamiento del

Espacio
extracelular

ADN
Exdgeno

Genoma
bacteriano

ARNCcr. En el sistema CRISPR |, se utiliza una cascada
de caspasas para activar a Cas3; en CRISPR Il, se
activa Cas9 y en CRISPR lll, se activa Cas6. En el
presente articulo nos enfocaremos en el segundo, por
ser el mas empleado en ingenieria genética debido a
la alta tasa de eficiencia de Cas9.

En el sistema CRISPR Il se requiere adicionalmente
un segundo ARN no codificante, llamado tracrARN,
el cual es complementario a la secuencia palindré-
mica repetida. Una vez que finaliza la transcripcién
de CRISPR, el tracrARN forma un dimero con las
secuencias repetidas. A su vez, una RNasa lll reco-
noce este hibrido ARNcr/tracrARN y lo procesa para
generar un transcrito maduro de aproximadamente

Citoplasma

Incorporacion de

secuencia espaciadora

cas L R E R E R E R
x2
I | Il | J
Genes cas CRISPR

Figura 1. Incorporacién de secuencia espaciadora al genoma bacteriano. Las bacterias generan una memoria inmu-
nolégica de exposiciones previas a patégenos al incorporar secuencias de los mismos a su genoma. En la imagen, un
virus introduce su material genético al citoplasma bacteriano. La célula reconoce entonces una secuencia conocida
como motivo adyacente al protoespaciador (PAM) e incorpora los nucleétidos adyacentes al PAM como una nueva
secuencia espaciadora (E). Durante este proceso, duplica la secuencia repetida (R) para flanquear la espaciadora por

ambos lados.

Dentro del genoma bacteriano, se encuentran los genes codificantes para la endonucleasa Cas (cas) y la secuencia
de CRISPR. CRISPR se compone de un lider (L) y distintas secuencias espaciadoras (E) flanqueadas por los elementos

repetidos (R), usualmente palindrémicos.
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40 nucledtidos y un asa de doble cadena en 3’ de 20
nucleodtidos (Figura 2).2

En el tercer y ultimo paso, Cas se asocia con el
ARNcr maduro y forma el complejo CRISPR/Cas. El
ARNCcr sera quien guie al complejo hacia su blanco
por medio del reconocimiento de la secuencia com-
plementaria.

ARN

tracrARN

RNasa Il

| e—
l Dimero reconocido
| S—

En caso de una segunda infeccion, la porcion de la
secuencia espaciadora del ARNcr maduro reconoce y
forma un complejo ADN-ARN con el material exégeno.®
Este complejo es reconocido por los dos dominios de
la enzima Cas: RuvC y HNH.'® Cada uno de los domi-
nios corta una hebra distinta, por lo cual el proceso se
conoce como double strand break (DSB).

por RNasa Il

Procesamiento

ARNcr

Formacién de complejo
CRISPR/Cas

R

B e Caso

Figura 2. Formacion del complejo CRISPR/Cas II. En la segunda etapa, se genera el ARNcr para acoplarse con la
endonucleasa Cas. El sistema CRISPR/Cas Il requiere de un segundo ARN no codificante, el tracrARN, que es comple-
mentario a la secuencia repetida. Al finalizar la transcripcion de CRISPR, el tracrARN forma un dimero con las secuen-
cias repetidas. Una RNasa Ill reconoce este hibrido ARNcr/tracrARN y lo procesa para generar un transcrito maduro
con un asa de doble cadena en 3’: el ARNcr. Cas9 recluta el ARNcr y forma el complejo CRISPR/Cas. EI ARNcr sera
quien gufe al complejo hacia su blanco al reconocer la secuencia complementaria.
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Existen dos formas de reparar estos cortes en
ambas hebras: no homologa, conocida como non ho-
mologous endjoining (NHEJ), y homdloga, conocida
como homology directed repair (HDR). No obstante,
NHEJ muchas veces resulta en inserciones o dele-
ciones no deseadas dentro del genoma (codones de
paro o cambios en el marco de lectura). Por su parte,
para inducir HDR, se requiere la introduccion de una
secuencia que tenga un alto porcentaje de homologia
en sus extremos 5’y 3’ (Figura 3).

Utilidad del sistema CRISPR/Cas para la
edicion de genomas

Debido a la precision en cortes sitio-especificos, el
sistema CRISPR/Cas es una gran alternativa para los
métodos clasicos de la edicién gendmica dirigida. Aun-
que el objetivo original del sistema es el silenciamiento
de secuencias, ciertas modificaciones han permitido
adaptarlo para insertar, eliminar o generar mutaciones
en las secuencias. Actualmente, existen plasmidos que

At
Activacion de
NHE) < > e HDR

<>
< >

Insercién

2

(6]

<o

Delecion

RuvCy HNH
generan un DBS

Activacion de

Figura 3. CRISPR/Cas como sistema de defensa. En caso de una segunda infeccién, la bacteria es capaz de generar el
sistema CRISPR/Cas cuyo ARNcr reconozca y forme un complejo ADN-ARN con la secuencia exégena adyacente al
motivo adyacente al protoespaciador (PAM). Este complejo es reconocido por los dominios RuvC y HNH de la enzima
Cas, los cuales generan un corte en ambas hebras conocido como double strand break (DSB). La reparacion de estos
cortes puede realizarse de dos maneras: no homéloga (NHEJ) y homdéloga (HDR). NHE] resulta impreciso debido a
que puede incorporar la misma cantidad de nucleétidos que se cortaron o generaron un cambio en el marco de lec-
tura con inserciones o deleciones. HDR es posible al incluir un ADN molde con un alto porcentaje de homologia en
sus extremos 5" y 3’. La recombinacién permite insertar, de esta forma, una secuencia especifica.

120

Investigacion en Discapacidad



Marfa Fernanda Lammoglia-Cobo y cols.

incluyen tanto las secuencias de Cas como un analo-
go al complejo ARNcr/tracrARN, el ARN guia (ARNQ)
(Cuadro I). De esta forma, puede elegirse la secuencia
complementaria y ensamblar el complejo completo
dentro de una célula.

a. Insercion de genes por recombinacién
homéloga

La ventaja del uso de tecnologias basadas en ARN
es la complementariedad que presenta con su blanco.
El sistema CRISPR/Cas se dirige, pues, contra una
secuencia especifica e induce un corte en ambas ca-
denas de ADN.

Insertando, ademas, una secuencia con alta homo-
logia por los extremos 3’y 5’ del sistema, CRISPR/Cas
puede dirigirse hacia un locus del genoma en células
humanas y murinas e inducir una reparacion por HDR
con una baja tasa de mutagénesis. También, el sistema
es capaz de trabajar simultaneamente con varios genes
al incluirse éstos en un solo arreglo de CRISPR."

Para optimizar la eficiencia y especificidad en la
reparacion por HDR, se generaron lineas transgénicas
de Drosophila melanogaster con una expresion estable
de Cas. Se insertaron un ADN de doble cadena, que
funciona como donador, y un plasmido que incluye

al ARNg. El proceso resulté en una alta eficiencia y
especificidad, demostrando la utilidad de CRISPR/Cas
para las modificaciones a nivel genoma.'

Estas modificaciones, al ser estables, se transmi-
ten por la linea germinal y permiten la generacion de
modelos animales para futuras investigaciones. Estos
experimentos se ha llevado a cabo con éxito también
en modelos murinos.®

b. Delecion dentro del genoma

Gracias a la actividad endonucleasa de Cas, este
mecanismo puede emplearse para generar deleciones
de fragmentos grandes en ADN de doble cadena.
Incluso, no parece haber una correlacion aparente
entre el tamanfo del fragmento (de cientos a mil pares
de bases) y la frecuencia de las deleciones.’ Una
investigacion en pez cebra demostré su capacidad
para generar deleciones de hasta mil pares de bases,
haciendo posible abarcar varios genes o, incluso,
zonas no codificantes.'®

c. Mutagénesis

En lo que concierne a mutagénesis, el uso del siste-
ma CRISPR/Cas se ha empleado para la deteccion y

Cuadro 1. Ejemplo de plasmidos con el sistema CRISPR disponibles en el mercado.

Plasmido Tamano

Caracteristicas

pCas-Guide* 8 kb Contiene el codén de optimizacion para la expresion
de Cas9

Scaffold de RNA

Lugar de insercion para la secuencia de interés con un
sitio

Promotor de tipo citomegalovirus (CMV) Ori

pCas-Guide-GFP* 9.6 kb Contiene los mismos elementos esenciales que el plas-
mido pCas-Guide, pero ademads, es capaz de expresar
una proteina de tipo GFP para detectar la expresion en

la célula huésped

pLenti-Cas-Guide* 11 kb Contiene los elementos basicos para la correcta expre-
sién del sistema y un backbone de tipo lentivirus, lo

que facilita la transfeccion por un vehiculo de tipo viral

pT7-Cas9* 9 kb Este plasmido se usa para realizar microinyecciones de
ARNm o transfeccién de ARNm. Contiene una zona
que expresa poliA en su estructura, ademas de los pro-

motores de tipo CVM vy el sistema CRISPR

*Fuente: OriGene. http://www.origene.com/CRISPR-CAS9/
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generacion de mutaciones especificas en diferentes
modelos animales, tales como D. melanogaster. Se
ha demostrado que mediante la insercién del ARNg
para una o varias secuencias especificas, se logra
inducir mutagénesis en genes objetivo hasta con una
eficiencia del 88%.®

Asi mismo, dicho sistema se ha utilizado para la
evaluacion de las funciones de diferentes genes en
ciertas plantas de interés, como Nicotiana tabacum.
Por medio de CRISPR/Cas, se introdujeron dos genes
(NtPDS 'y NtPDR6) para obtener una mutacion en el
sitio de interés. La evaluacion de la insercién gendmi-
ca a nivel de protoplastos demostrd, una vez que se
presenta el ARNg, una modificacion genética de 16.2
a 20.3%. La eficiencia mutagénica por medio de este
sistema en la planta de tabaco ha sido de 81.8% para
NtPDS'y 87.5% para NtPDR6."

Otras aplicaciones

a. CRISPR interferencia (CRISPRi) como
activador o represor de la expresion génica

El sistema CRISPR/Cas proporciona una manera de
sondear y manipular el genoma sin alterar la secuencia
genética subyacente a través de diversos procesos.
Uno de estos mecanismos es por medio del CRISPR
interferencia (CRISPRI), nombrado asi por su actividad
de silenciamiento de genes en referencia al ARN de
interferencia.'® Posteriormente, otros grupos reporta-
ron la inactivacion de Cas9 (dCas9) y el uso de los
complejos Cas9/ARNcr fusionados con diferentes
dominios efectores represores. Esto permitié que el
sistema CRISPR-Cas pueda ser empleado también
como activador o represor de la expresion génica.®2°

Hasta la fecha, el uso de quimeras dCas9 se ha utili-
zado para activar, asi como para reprimir, la expresion
de genes y seguir la localizacion subnuclear de genes
y secuencias de ADN. Aunque la mutante dCas9 es
cataliticamente inactiva, un primer enfoque reveld que
dCas9 por si sola puede interrumpir la expresién de
un gen, posiblemente por interferir con la maquinaria
transcripcional.?! Este efecto puede reforzarse al
ahadirle dominios efectores que inhiben la expresion
genética, como el dominio «Kruppel-associated box»
(KRAB).22

Estudios posteriores fusionaron diferentes dominios
de activacion de la transcripcion, como los activado-
res de transcripcion viral VP16 o el triplete VP48, a
dCas9. Debido a su control en la replicacion del virus,
la regulacion de VP16 se estudia como un posible
blanco terapéutico para infecciones virales. Este es-

122

tudio demostré que, gracias a dCas9, las proteinas de
fusion pueden activar tanto transgenes como genes
enddgenos.2>2

b. Genémica funcional

Como parte de los objetivos de la gendmica funcional
se encuentra el estudio de la funcién que tiene un gen
dentro del organismo. La genética reversa plantea
estudiar el fenotipo resultado de una alteracion en
un determinado gen para vislumbrar su funcién. Para
ello, se requiere de herramientas sitio-especificas que
sean capaces de generar deleciones en nuestro gen
de interés. La inyeccion in vivo del sistema CRISPR/
Cas al cerebro de un ratén adulto, empleando como
vector un virus adenoasociado, logré generar cambios
tanto a nivel bioquimico como genético y funcional.
Este tratamiento demostré la habilidad del complejo
para actuar in vivo sobre uno o mas genes de manera
simultanea.?”

Por otro lado, el sistema puede emplearse para
generar monitores genéticos (genetic screen) y ana-
lisis transcriptomicos. Una libreria de ARNg puede
emplearse para inducir mutaciones en cultivos y, a
través de monitoreo genético, evaluar la interaccion
de genes que generan un fenotipo deseado.?® El
complejo también puede llevar acoplado un inhibidor
(CRISPRI) o un activador (CRISPRa), compilandolos
en una biblioteca y aplicandolos en un cultivo. Se logra
una eficiencia de entre 90-99% de transformacion, con
una expresion diferencial de mil veces.?® Por ello, la
adicién de activadores o inhibidores es otro recurso
que se encuentra disponible para estos monitoreos,
que ademas, pueden emplearse para el estudio de
vias metabdlicas.?*

c. Generacion de modelos animales

Uno de los beneficios del sistema CRISPR/Cas es
su aplicaciéon en modelos animales con el objetivo
de evaluar su funcionamiento y respuesta de manera
que se puedan desarrollar diferentes técnicas de diag-
nostico molecular, o bien, directamente como terapia
gendémica. En el caso del modelo animal de ratén, se
ha demostrado que el uso de este sistema es mas
rapido y eficaz en la modificacion a nivel genético que
otras técnicas, como las nucleasas de dedos de zinc
y TALEN. Ademas, permite modificar mas de un gen
de interés por experimento.®

Por su estabilidad, este sistema se ha utilizado
para desarrollar modelos knockout 'y knockin de pez
cebra para enfermedades neurodegenerativas, como

Investigacién en Discapacidad
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la degeneracion lobular frontotemporal y la esclerosis
lateral amiotréfica.®' El transporte del ARNg a células
neuronales, epiteliales e inmunoldgicas del raton se
realiza empleando vectores virales como los ade-
noasociados y lentivirus.*

Otra de las aplicaciones importantes del sistema
CRISPR/Cas en modelos animales es el arreglo cro-
mosomal mediante la fusidon de genes para terapias
contra el cancer. Se cre6 un modelo murino para
cancer de pulmon al lograr la expresiéon del oncogén
de fusion Emi4-Alk, el cual se emplea como blanco
terapéutico para este subtipo de cancer.®?

Alternativas para incrementar la
especificidad en CRISPR/Cas

A pesar de las posibles aplicaciones del sistema CRIS-
PR/Cas como herramienta de edicién del genoma,
existen limitaciones en su uso. Una de las principales
desventajas de este sistema es la aparicion de altas
tasas de mutaciones no puntuales y translocaciones
cromosomicas no deseadas, asociadas con escisiones
fuera del objetivo del ADN.3*

Actualmente, existen una serie de alternativas para
mejorar la especificidad y evitar estas desventajas
(Cuadro Il). Entre las soluciones mas frecuentes se
encuentra el uso de Cas9 nickase.®*® Cas9 nickase
genera una rotura de una sola cadena (SSB) en las
cadenas opuesta del ADN diana. EL ADN de hebras
simples se repara a través de la via de alta-fidelidad
de reparacion de escision de bases (BER). La finalidad
de Cas9 nickase es imitar al proceso de DSB, pero sin
la alta tasa de mutaciones desviadas del objetivo. Por
ello, si existen cortes desviados del objetivo provoca-
dos por Cas9 nickase, éstos son reparados a través
de BER. Cas9 D10A es la nickase mas utilizada; su
mutacion consiste en convertir el décimo codén de
Cas9 salvaje de GAT a CGT.*¢

Considerando el sistema de reparacion de alta fide-
lidad BER, se han realizado estudios con el uso de la
estrategia de doble nickase: se emplean dos ARNg,
los cuales dirigen la actividad de Cas9 nickase de una
sola hebra a sitios cercanos para producir un corte de
doble hebra efectivo. Es importante, también, escoger
un ARNg apropiado, para extender de manera mas
efectiva el nimero de bases reconocidas especifica-
mente en el sitio de diana.¥”

Por ello, una segunda estrategia consiste en una
buena seleccion de ARNg para un ADN especifico.
El criterio de seleccién se basa en las bajas tasas
de escision desviadas del objetivo. Algunos primeros
estudios sugieren que sdélo 12 bases en la secuencia
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guia, de las 20 totales, son las mas cercanas a la se-
cuencia PAM vy, por ende, son las que contribuyen a
la especificidad del sistema CRISPR/Cas9."

Estudios mas recientes han utilizado este criterio,
asi como una gran cantidad de datos experimentales,
para modelar la probabilidad de escisién para sitios
desviados de objetivos. El modelo toma en cuenta
la ubicacién, numero y disposicion de las posibles
desviaciones o algunos otros desajustes a partir de
seleccionar un ARNg.*® Finalmente, el resultado se
muestra con un sistema de puntuacion para seleccio-
nar el ARNg con la minima probabilidad de desviacion
del objetivo. Estos andlisis se hacen a través de plata-
formas en linea como: http://crispr.mit.edu.

Usos como herramienta para enfermedades
degenerativas

El sistema CRISPR, al igual que TALEN y los dedos
de zinc, tiene una gran cantidad de aplicaciones en
la edicion gendmica. Es por ello que representa una
gran promesa para las enfermedades degenerativas al
producir mejores modelos celulares o de organismos
completos, permitir el disefio de terapias génicas o
auxiliar en la edicion de células madre pluripotentes
inducidas (iPSC, por sus siglas en inglés). Sin em-
bargo, la tecnologia de CRISPR debe disminuir su
tasa de mutaciones fuera del objetivo para poder ser
considerada por las entidades regulatorias (como la
FDA) una alternativa de terapia viable.*

a. Generacion de modelos

Debido a las caracteristicas de eficiencia y rapidez
que presenta el sistema CRISPR, se han desarrollado
modelos mas cercanos a la patologia. Tal es el caso
de ratones usados como modelo para la ataxia de
Friedreich por la edicidon en el gen de Fxn;* para la
distrofia muscular en el gen Dmd,*! y para cancer en
los genes Kras, p53y LKB1.32 Por otro lado, también
se cuenta con modelos del pez cebra como modelo
para la degeneracion lobular y esclerosis lateral
amiotrofica.®?

b. Terapia génica

Los diversos usos que se le han dado al sistema
CRISPR/Cas han permitido vislumbrar su aplicacién
en terapias génicas. En lineas celulares de osteo-
sarcoma, el silenciamiento estable de Cdk11 con
CRISPR/Cas aumentod la muerte celular, disminuyd la
migracioén y redujo la invasion por células malignas.*
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Cuadro II. Listado de modificaciones para aumentar la especificidad del sistema CRISPR/Cas9.

Organismo/linea
celular

Drosophila
melanogaste

Cigotos de ratén
BDF1/linea celular
HEK 293FT/linea
celular mESC/células
Hela

Linea K562 y células
Hela

Linea celular humana

Molécula
modificada

Cas9 (mutacion a
RuvC y/o HNH)

Cas9

ARN guia

Cas9

Tipo de
modificacion

Cas9 nickase

Beneficio de la
modificaciéon

Aumenta espe-

Referencias

Xingjie Ren et

(Cas9P'%A mutante) cificidad y evita al, 2014
mutaciones fuera
del objetivo

Cas9 double Reducir la ac- F Ann Ran et

nickase (Cas9P'%4 tividad de mu- al, 2013

mutante) taciones fuera Kai Li et al,
del objetivo de 2014
50-1,000 veces en Cho SW et al,
lineas celulares 2014
Facilitar el knoc-
kout de genes en
cigotos de ratén

Anadir un nucleé- Efectos acumula- Cho SW et al,

tido extra (guanina) tivos en bajar la 2014

en la direcciéon 5’/ frecuencia de mu-

usar ARN gufa taciones desviadas

dual (ARNcr + del objetivo

tracrARN)/usar

ARN guia sintético

(no codificado por

plasmido)

Mutante Cas9 Incrementar la SQ Tsa et al,

inactivo (dCas9) y especificidad (adn 2014

la fusion del dimero
de nucleasa FOK1
(ARN-gufa Fok1
nucleasa, RFNs)

més que el siste-
ma doble de Cas9
nickase)

En otros experimentos, se corrigieron el gen Fah para
la tirosinemia*® y el gen Dmd para la distrofia muscu-
lar de Duchenne.** En células madre intestinales de
pacientes con fibrosis quistica, la modificacion del
receptor de membrana CFTR permitié recuperar el
fenotipo normal.*® Estas evidencias confirman que
CRISPR/Cas es un sistema viable y eficaz, aplicable
en modelos de animales adultos, para el desarrollo
de terapias génicas.

CRISPR/Cas como terapia para la distrofia
muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne, una enfermedad
ligada al X, se basa en una mutacién en el gen DMD
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que codifica para la distrofina. Esta enfermedad afecta
a uno de cada 3,500 nifios en el mundo y se caracte-
riza por una pérdida en la funcién y atrofia progresiva
de los musculos proximales y pseudohipertrofia de
los musculos gastrocnemios debido a bajos niveles
de distrofina, una proteina que da estabilidad y so-
porte al citoesqueleto y la fibra muscular. Una serie
de deleciones en diversos exones causa un cambio
en el marco de lectura del gen. Existe evidencia de
que, en pacientes con deleciones entre los exones
45 y 55 del gen codificante, la proteina trunca sigue
siendo funcional.

Recientemente, un grupo de investigacién logré la
edicidon del genoma con CRISPR/Cas, con la intencién
de corregir el gen DMD en pacientes con distrofia
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muscular de Duchenne.*® Se emplearon el sistema
CRISPR proveniente de Streptococcus pyogenes y
diversos ARNgs para localizar las mutaciones entre
los codones 45 y 55. Para la secuencia PAM, se
seleccionaron secuencias tipo photospacers com-
plementarios para localizar los extremos 5’ y 3’ en
los exones mencionados. Para realizar la correccion,
se uso el sistema NHEJ para generar deleciones en
los exones y cambiar el marco de lectura de manera
analoga al mecanismo exonskipping.

Los resultados mostraron un aumento en los ni-
veles de distrofina en un 60%. Esto representa un
aumento significativo, sobre todo si se compara con
otros sistemas anteriormente usados, como TALENs
y dedos de zinc.* En el caso especifico de la distrofia
muscular de Duchenne, CRISPR representa una tera-
pia factible debido a que genera ediciones de manera
facil y eficiente.

c. Terapia celular

Este complejo también ha sido empleado en terapia
celular, con una eficiencia incluso mejor que TALEN.#”
El reemplazo celular, a través de modificaciones ex
vivo de células para volver a introducirlas, crea una
importante oportunidad de aplicaciones para CRISPR
en la terapia. Esto se ha considerado para enfermeda-
des neurodegenerativas como Huntington, Parkinson,
Alzheimer y esclerosis lateral amiotréfica debido a la
pérdida progresiva en el nimero de neuronas.*®

El uso de iPSC modificadas por recombinacion
homologa con terapia viral ha sido probado exitosa-
mente en modelos animales para las enfermedades
de Parkinson y Huntington. Aunque este método es
muy lento y la terapia viral es riesgosa, la tasa de
mutaciones fuera del objetivo es muy baja.*!

Como otra opcidn, la correccion en iPSC tiene el
potencial de mejorar las terapias regenerativas.*%
La correccion por recombinacion homologa del gen
dmden lineas germinales de ratones mdx (modelo de
distrofia muscular) favorecio la regeneracion muscu-
lar en las células modificadas.*® Otro equipo logré la
transformacion exitosa de iPSC a partir de pacientes
con distrofia muscular de Duchenne, reparando exi-
tosamente el gen.%'

CRISPR/Cas como terapia celular para
enfermedad isquémica del corazén

La terapia de células madre es una alternativa prome-

tedora a los trasplantes de corazén en pacientes con
enfermedad isquémica del corazon (EIC), condicién
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que representd la principal causa de muerte en 2012
de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud.%?
La EIC ocurre cuando la demanda de oxigeno del
musculo cardiaco supera el suministro; es decir, un
desbalance entre el flujo coronario y la demanda de
oxigeno del miocardio. Dicho desequilibrio es causa-
do por un bloqueo parcial o completo de las arterias
(aterosclerosis).5®

Actualmente, la cardiomioplastia celular, terapia
con células madre para regenerar el tejido cardiaco,
presenta grandes ventajas al regenerar el miocardio
y, por ende, reducir la pérdida de funcion cardiaca.
Sin embargo, la baja tasa de supervivencia de células
después de los injertos representa un gran problema
para esta terapia.

De acuerdo con Liang Tand y colaboradores, la
transduccion de un vector que sobreexpresa la via
de la hemooxigenasa 1 (HO-1) aumenta la viabilidad
en células madre injertadas al miocardio, al reducir la
muerte por apoptosis y protegerlas de la respuesta
antiinflamatoria del cuerpo. Desafortunadamente, la
sobreexpresion de esta via sin la regulacion apropiada
tiene efectos citotoxicos. Por ello, A Pan y su grupo
proponen el uso del sistema CRISPR/dCas9 para me-
jorar la supervivencia de las células madre injertadas
al miocardio.

La propuesta consiste en usar distintos ARNg di-
rigidos a loci especificos en la secuencia promotora
del gen de la HO-1. De esta manera, se identifica la
secuencia que aumenta la expresion del gen enddge-
no, sin llegar a los niveles de citotoxicidad, al comparar
la toxicidad de la variacién en los niveles de HO-1. En
este mismo estudio, se destaca la necesidad de usar
el sistema CRISPR/dCas9 por sus altos niveles de
especificidad y eficiencia.®®

Perspectivas a futuro

A pesar de los pocos afios que tiene su descubri-
miento, el sistema CRISPR/Cas se esta posicionan-
do como una herramienta confiable para regular o
modificar genes. Cada vez es mayor el nimero de
investigaciones donde se emplean las propiedades
del sistema CRISPR/Cas como herramienta para la
biologia molecular. En 2014, surgi6 la primera patente
de CRISPR/Cas para realizar ediciones sobre el geno-
ma.5¢ No solo permite llevar a cabo ediciones rapidas
y eficientes directamente a nivel gendmico, sino que,
ademas, puede trabajar con mas de un gen a la vez.
Por dltimo, la complementariedad de los 20 pares de
bases de ARNg permite hacer las modificaciones de
manera sitio-especifica. Lamentablemente, a pesar de
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las ventajas que presenta este sistema para la edicién
de genomas, un exceso del complejo puede anclarse
«off-targety; es decir, en secuencias diferentes al ADN
blanco.5” Para corregir este problema, se han empleado
diversas estrategias para incrementar su especificidad.
Sin embargo, el uso de estas estrategias tiene efecto
negativo en la eficiencia, tanto en el sistema de nickase
como en el uso de RFN.%8 El punto en donde la mayoria
de los articulos coincide es el de elegir el mejor ARNg
para lograr una menor tasa de mutaciones «off-target,
lo que se consigue con apoyo de software basado en
modelos de probabilidad.*%®

Las propiedades del sistema CRISPR/Cas han
permitido abrir la posibilidad de emplearlo para realizar
terapia génica y celular. Se ha usado como herramienta
para realizar mutaciones puntuales, recombinacion ho-
modloga por HDR, silenciamiento y activacion o represion
de la transcripcion de genes. Gracias a estas propie-
dades, ha sido posible su aplicacion para el monitoreo
genético, andlisis de rutas metabdlicas, investigacion de
genomica funcional, generacion de modelos animales,
descubrimiento de posibles blancos para el tratamiento
de enfermedades e, incluso, correccién de fenotipos.

Otra aplicacién de gran importancia y que debe
seguir desarrollandose es la generacion de modelos
animales mas precisos y representativos para el estudio
de enfermedades. Los modelos knockdown, knockouty
knockin presentan la ventaja de poder generarse de ma-
nera rapida y eficiente con este sistema. Se prevé que
en el futuro se generen un mayor nimero de ratones
como modelo en diversas enfermedades debido al bajo
costo, eficacia y facilidad de empleo de esta técnica.

Por ultimo, al presentar tal variedad de mecanismos,
consideramos que CRISPR/Cas puede ser una gran
herramienta en el desarrollo de terapias biotecnold-
gicas. Su capacidad para hacer correcciones a nivel
genético, generar deleciones y regular la transcripcion
o0 traduccién puede emplearse para abordar una serie
de enfermedades a distintos niveles.
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