Revista Clinica de la Escuela de Medicina UCR - HSJD Ano 2017 Vol 7 No VI

TEMA 2017: CRISPR-Cas: Utilidad clinica de la edicion ge-
némica como opcidn terapéutica

ISSN

22105~
2411

Focpital San Juan de Dios. San Joié, Costa Rica. Fandado en 1545

Recibido:
Aceptado:

26/11/2017
15/12/2017

David Gutiérrez-Albenda, MD"!
Lizbeth Salazar-Sanchez, MD-PhD?

"Docente Departamento de Anatomia, Escuela de Medicina Universidad de Costa Rica. Estudiante
Programa de Posgrado en Ciencias Médicas Universidad de Costa Rica.

Correo electronico: david.gutierrezalbenda@ucr.ac.cr

Directora Escuela de Medicina Universidad de Costa Rica. Directora Programa de Posgrado en Ciencias
Meédicas Universidad de Costa Rica. Profesora Catedratica Universidad de Costa Rica.

Correo electronico: lizbeth.salazarsanchez@ucr.ac.cr

RESUMEN

El estudio del papel del origen genémico de di-
versas patologias, entre las cuales podemos citar
algunos tipos de cancer, enfermedades neurode-
generativas y otras, ha abierto la posibilidad de
terapias basadas en la edicion gendmica, técnicas
propias de la biologia molecular. La principal he-
rramienta de este tipo es la basada en sistemas
CRISPR-Cas, cuya implementacion en los cam-
pos de la terapéutica, promete avances de indole
curativa, ya sea actuando sobre la edicion de al-
teraciones o deficiencias de origen gendémico o
de la programacion de respuestas del sistema in-
mune adecuadas a un tipo de patologia.
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ABSTRACT

The study of the role that genomic origin plays
on different pathologies, among which we can
mention some types of cancer, neurodegenerative
diseases and others, has opened the possibility
for therapies based on genomic editing, tech-
niques that are proper of molecular biology.
CRISPR-Cas systems represent the main tool of
this new trend, its implementation in the fields of
therapeutics promises advances of a curative na-
ture, either by acting on the editing of alterations
or deficiencies of genomic origin, or by program-
ming immunological responses appropriate for a
given pathology.
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INTRODUCCION

Historia

Los comienzos de la tecnologia CRISPR-Cas se
pueden rastrear hasta el afio de 1987, cuando un
grupo de cientificos japoneses describe el hallaz-
go de secuencias de ADN repetidas sin aparente
funcion en la informacion genética de bacterias,
posteriormente en el afio de 1993, un grupo de
investigadores en Espafia describe el mismo ha-
llazgo en arqueas, quienes en esta ocasion lo des-
criben como “secuencias repetitivas palindromi-
cas separadas mediante secuencias espaciado-
ras”, o mejor conocidas como CRISPRs, por sus
siglas en inglés (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats)(1)(2).

Principio de los sistemas CRISPR-Cas

Los sistemas CRISPR-Cas corresponden a siste-
mas inmunes adaptativos de bacterias y ar-
queas(3)(4), cuyas nucleasas CRISPR y ARN
guia han formado la base de poderosas herra-
mientas en biotecnologia y medicina(5)(6).
Constituyen un método de modificacion del ge-
noma en el que ARNs guia dirigen la nucleasa
Cas9 hacia secuencias de ADN de interés, siendo
capaz de cortar ambas cadenas de ADN en dicha
ubicacién de manera precisa, posteriormente el
mismo se repara mediante reparacion no homolo-
ga o por reparacion homologa directa, dando
como resultado mutaciones que pueden interrum-
pir el marco de lectura y provocar inactivacion
genética(7)(8).

Protocolo basico de CRISPR-Cas

De acuerdo con Castillo(1), el protocolo basico
de los sistemas CRISPR-Cas puede resumirse en
3 pasos, primero plantear el disefio del ARN guia
capaz de unirse a Cas9 y que tenga la habilidad
de reconocer y unirse a una secuencia especifica
del ADN o gen a modificar, conseguido esto, el
siguiente paso es la introduccion del complejo
CRISPR-Cas9 en la célula a tratar, donde la nu-
cleasa Cas9 realizara los cortes sobre la secuen-
cias previamente programada a reconocer y el al-
timo paso tendrd inicio mediante la reparacion
del ADN de la célula debido al estimulo genera-
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do por la accion de la nucleasa, llevando a pérdi-
da o ganancia de funcion en la region gendmica
que se desea intervenir.

Potencial clinico-terapéutico de CRISPR-Cas
a) Cancer:

Se han descrito mas de 140 genes driver
para cancer hasta la fecha, razén por la cual
la identificacién de mutaciones de un tumor
en un paciente por secuenciaciéon del
genoma ha emergido como método de
diagnoéstico preciso, la identificacion de las
mutaciones especificas plantea el uso de los
sistemas CRISPR-Cas con la finalidad de
reparar la misma hacia la secuencia wild
type  original, utilizando  secuencias
homologas con la informaciéon genética
adecuada sin las mutaciones y reemplazando
las  secuencias de interés mediante
reparacion homologa(9). Se promueve
ademas la utilizacion de los sistemas
CRISPR-Cas como potenciadores de la
respuesta inmune ante determinados tipos de
cancer, probando por vez primera la
inyeccion de células T genéticamente
modificadas, en las cuales se ha truncado el
gen para la proteina PD-1, proteina que
acttia como freno de la respuesta citotoxica y
de lo cual se aprovechan las células
cancerosas, esto con la hipétesis de que sin
este gen las células inmunes modificadas
serdn capaces de atacar y destruir el
cancer(10)(11).

b) Patologia cardiovascular:

Se debe considerar los objetivos moleculares
especificos envueltos en una patologia
cardiovascular para asi plantear terapias de
edicion genémica sobre la via molecular
determinante en la génesis de la misma,
tomando por ejemplo la enfermedad
coronaria, es de interés el control de los
niveles elevados de colesterol LDL en
sangre, en donde recientemente ha tomado
importancia farmacolégica la inhibicién de
la proproteina convertasa subtilisina/kexina
tipo 9 (PCSK9) debido a su rol en la
elevacion de los niveles séricos de LDL(12),
por medio de sistemas CRISPR-Cas de
edicion genémica se ha provocado la
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0)

d)

pérdida de la funcion del gen que codifica
para la proteina PCSK9 en ratones,
consiguiendo reducciones en los niveles de
colesterol LDL hasta de un 40%, lo cual
ofrece un potencial prometedor terapéutico
para la prevencion de enfermedad
cardiovascular en humanos(13).

Enfermedades neurodegenerativas:

Una barrera importante para el desarrollo de
terapias  efectivas para  enfermedades
neurodegenerativas es la comprension
incompleta de los mecanismos moleculares
subyacentes(14). Los modelos animales
resultan sumamente importantes para la
comprension de la patogénesis de los
trastornos neurodegenerativos y encontrar
tratamientos adecuados para estos, ya que
los animales grandes son més similares a los
humanos que los roedores, constituyen
buenos modelos para identificar aquellos
eventos patolégicos que pueden verse en
humanos, ademaés de su utilidad para validar
tratamientos efectivos o confirmar objetivos
terapéuticos(7). La utilidad de los sistemas
CRISPR-Cas es ampliamente reconocida en
el disefio de ADN gen6micos en embriones
animales, asi como en regiones especificas o
tipos celulares del cerebro para establecer
modelos  animales de enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y la
enfermedad de Huntington, y tratar estos
trastornos de origen genético mediante el
uso de drogas y quimicas y extrapolar estos
resultados al ser humano, o inclusive ir mas
alla de la mera generaciéon de modelos, sino
de la aplicacién directa de la edicién de
genes sobre patologias neurodegenerativas
en las cuales se conoce la mutacién del alelo
que ocasiona la enfermedad, lo cual ha sido
probado en ratones en los cuales se fue
capaz de cortar un ex6n defectuoso del gen
de la distrofina para generar una version
abreviada, pero funcional, para tratar a los
ratones con distrofia muscular(15).

Antimicrobianos programables:
La aparicion de bacterias resistentes a
antimicrobianos  representa un  grave

problema de salud en todo el mundo, por lo
que nos encontramos en la necesidad de
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poder desarrollar tratamientos eficaces y
capaces de adaptarse y cambiar de manera
rdpida para evitar el fendmeno de
resistencia; es entonces donde los
antimicrobianos  basados en  sistemas
CRISPR-Cas cobran relevancia por su
capacidad adaptable para constituir un
arsenal de antimicrobianos potencialmente
capaces de dirigirse a cualquier bacteria
patégena.(16). Los sistemas CRISPR-Cas
son sistemas inmunes procariotas cuyo
mecanismo puede ser utilizado para generar
una nueva linea de antimicrobianos
CRISPR, haciendo uso de bacteri6fagos
como vehiculos de entrega de moléculas
antimicrobianas de manera especifico,
incluso para aquellas afecciones de caracter
intracelular, mejorando asi aspectos como la
entrega y la especificidad del
antimicrobiano(6).

CONCLUSIONES

La implementacion de nuevas tecnologias de bio-
logia molecular y de ediciéon gendémica en los la-
boratorios de investigacion clinica ha traido con-
sigo el desarrollo de estrategias clinico terapéuti-
cas en el area de la salud con el objetivo princi-
pal de ofrecer opciones de tratamiento curativo
para aquellas enfermedades cuyo origen genético
ha sido establecido ¢ identificado y que hasta
ahora no han podido ser curadas, esto desde un
punto de vista gendmico, brindando tratamientos
especializados y personalizados en una base ge-
némica.

Resalta entre las mas recientes tecnologias de
biologia molecular el uso de los sistemas CRIS-
PR-Cas, cuyo mecanismo de acciéon a nivel de
edicion gendmico ha probado ser eficiente y es-
pecifico en la identificacion de secuencias de
ADN vy su modificaciéon como objetivo en la re-
paracion de mutaciones de genes en ciertas en-
fermedades o la insercion de marcos de lectura
deseados sobre determinadas poblaciones celula-
res, alterando ya sea la funcion de la sintesis pro-
teica o la generacion de proteinas truncadas no
funcionales.

Entre las aplicaciones clinico terapéuticas en que
se ha planteado la utilidad de los sistemas CRIS-
PR-Cas destacan las nuevas terapias para aque-
llos tipos de cancer en los cuales se ha identifica-
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do mutaciones determinantes en la génesis tumo-
ral, esto mediante la edicion de estas mutaciones
y la estimulacion de la reparacion del ADN dafia-
do, o incluso por medio de la potenciacion de
respuestas citotoxicas preprogramadas para una
determina traduccion proteica deseada.

PERSPECTIVAS A FUTURO

Resulta una opcion muy llamativa para todos los
laboratorio de biologia molecular alrededor del
mundo la implementacion de los sistemas de edi-
cion del genoma CRISPR-Cas, esto debido a la
facilidad y bajo costo implicado en el desarrollo
de esta herramienta, de la que de manera muy
simple se puede decir que cualquier laboratorio
que desee aplicarla puede hacerlo(17).

Sin embargo dicha herramienta atn debe ser so-
metida a numerosos escrutinios de tipo ético que
garanticen el uso responsable de estas ténicas de
edicion del genoma en humanos, evaluando su
eficacia y seguridad, incluso considerando la po-
sibilidad de modificaciones genéticas a nivel de
lineas germinales humanas bajo la creacion de
guias y legislacion internacional(18).

Incluso a pesar de la muy estudiada especificidad
de los sistemas CRISPR-Cas9, estos todavia tie-
nen deficiencias, se ha determinado que estos
pueden alterar secuencias de ADN en ubicacio-
nes distintas al objetivo programado, lo cual po-
dria llegar a causar silenciamiento de genes in-
cluso esenciales, la activacion de genes causantes
de cancer u ocasionar reordenamientos de orden
cromosomico, generacion de respuestas inmunes
no deseadas, entre otras, sin embargo, lo mismo
se puede decir sobre distintas drogas de uso tera-
peutico, las causan efectos fuera del objetivo de-
seado y aun asi siguen siendo efectivas(19).

Otro de los aspectos a tomar en cuenta a futuro
con esta herramienta sera la adquisicion de las li-
cencias de uso de los diferentes laboratorios que
se encuentran en conflictos legales por patentes
de las mismas, lo cual puede tornar esta tarea en
un impedimento legal para adquirarla con un
cierto proveedor y de esta manera limitar su ac-
ceso(20).

Los sistemas CRISPR-Cas9, a pesar de haber

presentado grandes avances en afios recientes, to-
davian se encuentran en desarrollo constante para
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lograr alcanzar niveles de seguridad dptimos que
permitan su aplicacion clinica definitiva en mo-
delos humanos.
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