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CRISPR/Cs49

La ingenieria genética estd experimentando un impulso renovador. Una
deécada despues del Proyecto del Genoma Humano, que no rindi6 todos
los frutos esperados, ha irrumpido una técnica cuyas posibilidades
parecen infinitas CRISPR/Cas9, unas tijeras moleculares que modifican
el ADN en puntos escogidos con una precision sin precedentes, estd
generando nuevas esperanzas. La estrategia ya esta revolucionando todas
las areas de la ingenieria genética, y se considera indiscutible que sus
descubridores seran merecedores de un premio Nobel. No obstante, el
método no se halla exento de problemas. Los efectos no deseados que
puede provocar, las limitaciones técnicas y las objeciones éticas
representan importantes obstaculos de la edicion genética.

¢Coémo funciona CRISPR/Cas9?

La técnica de edicion genética CRISPR/Cas9 se basa en un complejo
sistema inmunitario de las bacterias que les protege contra los virus. Se
trata de una inmunidad adquirida, o adaptativa, que «recuerda» las
secuencias de ADN de los patdgenos de ataques anteriores y corta su
ADN en caso de una nueva infeccion.

Es precisamente esta combinacidon de reconocimiento y corte la que
utiliza la técnica CRISPR/Cas9. En la variante mas simple, se inyecta en
la célula ARN que codifica una proteina llamada Cas9 y una secuencia de
reconocimiento. La célula emplea el ARN para sintetizar la proteina, la
cual se pone a trabajar junto con el ARN de reconocimiento afiadido:
Cas9 corta el ADN de doble cadena exactamente donde el fragmento de
ARN asociado le indica que lo haga. Dado que es posible sintetizar
artificialmente cualquier secuencia de ARN, tal combinacion permite
cortar cualquier genoma en cualquier lugar, al menos teéricamente.

Las llamadas secuencias CRISPR, presentes en el material genético de las
bacterias, se conocen desde la década de 1980. El microbidlogo Francisco
J. M. Mojica, de la Universidad de Alicante, contribuydé en una parte
fundamental a su descubrimiento y denominacion. La abreviatura
significa «repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadasy, es decir, secuencias palindromicas cortas repetidas que estan
separadas por otro material genético y que con frecuencia aparecen en el
genoma en ubicaciones especificas. Resultd que el material genético que
habia entre las secuencias repetidas a menudo procedia de virus, lo que
permiti6 deducir que CRISPR correspondia a un sistema que permitia a
las bacterias defenderse de ellos.
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Mas tarde, se observdo que todas las bacterias con dicho sistema
presentaban, en la vecindad de CRISPR, unos genes asociados que se
denominaron cas. Estos constituyen el elemento esencial de la defensa
antivirica. El sistema CRISPR de la bacteria «cosecha» ADN virico e
integra partes de ¢l entre las secuencias repetidas del genoma bacteriano.
Como resultado, la célula produce ARN complementario del ADN virico
y lo ensambla con proteinas Cas. Si un virus intenta infectar de nuevo la
célula con este ADN, el ARN «reconoce» el genoma del virus y, a
continuacidn, las proteinas Cas lo cortan para que no vuelva a causar
dafios.

El origen de la técnica de edicion genética se basa en el descubrimiento
de que las proteinas Cas cortan cualquier ADN siempre que se les
proporcione un ARN de reconocimiento adecuado, y esto es lo que hace
CRISPR/Cas9. Después del corte, se confia en los mecanismos naturales
de reparacion de la célula, los cuales se ponen en marcha de forma
espontanea.

Si en ese momento solo las dos partes del genoma se hallan separadas,
interviene un mecanismo de reparacion celular que las vuelve a conectar,
aunque a menudo resulta impreciso y produce los llamados indeles,
pequetios fragmentos de ADN que se insertan o eliminan en el punto de
corte y que pueden inutilizar los genes implicados. Sin embargo, cuando
el ADN flota libremente en la célula con los dos cabos sueltos, interviene
otro sistema mas precciso, denominado reparacién por recombinacion
homologa (HDR), que los vuelve a conectar y da lugar a cambios
especificos en el genoma.

. Cuales son los problemas éticos?

Los expertos han estado debatiendo desde hace tiempo sobre los
problemas éticos fundamentales asociados a la modificacion genética en
los seres humanos. Pero hasta ahora el debate habia sido puramente
hipotético, ya que los procedimientos eran demasiado burdos e
imprecisos como para poderlos trasladar en serio en ensayos con
humanos. Pero la edicion genética permite en principio introducir
cambios en el genoma con una elevada precision. De hecho, ya en 2015,
varios grupos de trabajo chinos informaron de que, mediante el método
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CRISPR/Cas9, habian intentado eliminar de embriones humanos ciertas
enfermedades hereditarias. Reparar genes que provocan dolencias es
actualmente la aplicacion mas obvia en los humanos, puesto que nadie
puede objetar en contra de sus fines terapéuticos.

Sin embargo, el problema mas urgente no son las posibles consecuencias
de los bebés de disefio, sino, en primer lugar, las consecuencias que tales
experimentos tendran en vista del conocimiento extraordinariamente
incompleto que se tiene de los efectos genéticos reales. Las
investigaciones para crear un bebé «a medida» pueden conllevar décadas,
pero no esta claro si tal espera disuadira a todo el mundo. Quizas tales
experimentos simplemente se prohiban, como sucedid con unos
experimentos de 2015 en los que se aumentaba la capacidad infecciosa de
ciertos virus.

Por el contrario, la eliminacion de enfermedades hereditarias ya se halla
en la agenda. En algunos casos, la correccion de un solo un gen, o tal vez
un solo alelo, probablemente sera factible pronto. La mayoria de los
expertos consideran que esta opcion es €ticamente justificable.

. Cuales son las limitaciones de CRISPR/Cas9?

En su origen biologico, CRISPR/Cas9 es un instrumento de destruccion:
una rotura en una doble hebra representa una intervencidon bastante
drastica del genoma y, a menudo, no puede repararse sin dejar un dafio
permanente. Esta propiedad puede resultar util cuando se pretende
incapacitar un gen mediante los denominados indeles: pares de bases que
se eliminan o se afiaden y hacen que la seccion del genoma resulta
ilegible. Desafortunadamente, a veces también se producen indeles
cuando se incorpora ADN adicional a través del sistema de reparacion
HDR.

Si se necesita practicar una modificacion genética de alta precision, como
en las terapias geénicas, las roturas de doble cadena del sistema CRISPR
original son, por lo tanto, un problema fundamental que uno desea evitar.
Las nuevas variantes de CRISPR/Cas9, por ejemplo, cortan solo una
hebra, lo que reduce notablemente los indeles en lugares no deseados del
genoma y mejoran mucho la precision de la técnica.
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Aun asi, nunca pueden evitarse del todo los cambios no deseados del
sistema CRISPR/Cas9, los que se producen en lugares del genoma
distintos del que se pretendia. Estos pueden tener lugar porque la enzima
de corte Cas9 funciona incluso si el ARN de reconocimiento difiere de la
secuencia de ADN en hasta cinco lugares. Tales errores son
extaordinariamente dificiles de identificar después. O puede suceder el
efecto contrario en genes que supuestamente han sido inactivados: si bien
la mutacion deseada se incorpora en el lugar adecuado del genoma, el gen
sigue «leyéndose» correctamente.

La actual técnica de CRISPR/Cas9 también presenta otros problemas.
Aunque puede cortar con precision una ubicacion definida del genoma,
necesita que en la proximidad exista una secuencia de genes especifica
que no puede seleccionarse a voluntad. Este es el caso en la mayoria de
los genomas, si bien no en todos (y, naturalmente, nunca en el que uno
esta trabajando). Ademads, la maquinaria CRISPR/Cas es muy
voluminosa, por lo que resulta dificil introducirla en las primeras células
embrionarias de los mamiferos: el gen cas y el ARN reconocimiento son
simplemente demasiado grandes para los «transportadores» genéticos que
se emplean habitualmente, los virus que introducen el material genético
en la célula de interés. E1 ARN debe inyectarse directamente, lo que
limita la eficacia.

., Cuales seran las aplicaciones futuras de CRISPR/Cas9?

En la investigacion biotecnologica, CRISPR/Cas9 ha alcanzado una
excelente posicion como herramienta de ingenieria genética. Incluso se
ha ido mas alld con versiones nuevas que permiten regular de forma
especifica la actividad de los genes en el laboratorio. Para ello, se utiliza
una proteina Cas9 inactivada, que se adhiere solo firmemente a
fragmentos concretos de ADN. Si tal proteina se une a un dominio
promotor, la actividad del gen correspondiente aumenta. Si, en cambio,
bloquea la secuencia del gen en si, el sector del genoma correspondiente
deja de traducirse en ARN. Con la ayuda de diferentes proteinas unidas a
sistemas Cas9 inactivos, ahora también es posible explorar los efectos
epigenéticos, por ejemplo, marcando mediante fluorescencia la posicion
espacial de ciertas secuencias. Por medio de enzimas asociadas que
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escinden o unen grupos metilo o acilo, tales sistemas CRISPR/Cas9
también pueden alterar la epigenética de las cé€lulas.

. Qué alternativas existen a la técnica CRISPR/Cas9?

Una cosa es segura: a pesar de la sentencia en la disputa de patentes entre
Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna, por un lado, y Feng Zhang,
por el otro, la batalla por los beneficios del método CRISPR/Cas9 no ha
hecho mas que empezar. Debido al enorme potencial de la técnica, las
regalias se cuentan en miles de millones. Pero, si se mira en perspectiva,
quiza no. Mientras que la Universidad de California todavia estd en
condiciones de obtener al menos de una parte del pastel, varios grupos de
investigacion han estado explorando otras opciones a la técnica.

Porque CRISPR/Cas9, como hemos visto, tiene desventajas y
limitaciones. La mas importante es que las tijeras genéticas solo son, en
realidad, adecuadas para realizar un corte en el ADN. Si uno desea
incorporar nuevo material genético, debe confiar en la célula. En muchos
casos, la técnica no es lo suficientemente eficaz como para modificar
varios genes a la vez, como se desea. Ademas, CRISPR/Cas9 no corta en
todos los sitios del genoma.

Los métodos que precedieron a CRISPR/Cas9 no se han abandonado del
todo: tanto las TALEN como las nucleasas con dedos de zinc, dos tipos
de tijeras genéticas mas antiguas, todavia se utilizan en la ingenieria
genética. Estos procedimientos son mucho mas complicados. Sin
embargo, si ademéas de los inconvenientes de CRISPR/Cas9 persiste
durante mas anos la incertidumbre sobre los derechos de licencia, los
expertos podrian alejarse de CRISPR/Cas9, al menos en lo que se refiere
a la investigacion con posibles aplicaciones comerciales.
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