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FIGURA 1.
ILUSTRACION
de Emmanuelle
Charpentier (iz-
quierda) y Jennifer
Doudna (dere-
cha), ganadoras
del premio Nobel
de Quimica en

el 2020. Tomada
de: https://www.
nationalgeograph-
ic.com.es/ciencia/
premio-nobel-qui-
mica-2020-para-in-

ventoras-tijeras-ge-

neticas_15961
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Premio Nobel de Quimica 2020: Herra
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Miembro de la Academia de
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os premios Nobel fueron el ul-
I timo deseo antes de morir del

sueco Alfred Nobel, quien nacio
en Estocolmo, Suecia en 1833. Fue un
cientifico, inventor, escritor, hombre de
negocios y fabricante de armas, quien
ademas de haber inventado la dinamita
y haber registrado 355 patentes, también
estaba muy interesado en las causas so-
ciales y la paz. En noviembre de 1895,
un aflo antes fallecer, firmoé su testamen-
to, donde estipula que con su fortuna se
creara un fondo con el que se premiaria
a personas cuyo trabajo haya contribuido
al beneficio de la humanidad. En 1900
los albaceas de la fortuna de Alfred for-
maron la Fundacién Nobel, cuya misién
es gestionar las finanzas de tal forma que
permita asegurar los premios a largo pla-
zo. Fue hasta 1901 que se entregan los
primeros galardones. El 7 de octubre del
2020, la Real Academia de las Ciencias
de Suecia anuncié que el premio Nobel
en el drea de Quimica fue para las inves-
tigadoras Emmanuelle Charpentier de la
Max Planck Unit for the Science of Pa-
thogens ubicada en Berlin, Alemania y
Jennifer A. Doudna de la Universidad de
California en Berkeley, Estados Unidos.
Su trabajo relacionado con el desarrollo
de un método para la edicién gendémica,
ha revolucionado el mundo de la ciencia
en relativamente poco tiempo. En esta
entrega, hacemos una breve resefia del
trabajo de estas investigadoras y como
esto ha contribuido al desarrollo de la
ciencia y al cambio de muchos paradig-

EL “CUT AND
PASTE” PARA EL
ADN

Un genoma es el compendio de la infor-
macion genética de cualquier organismo
y esta informacion se encuentra en las
moléculas de ADN que contiene cada
célula de dicho organismo. Ademas, si
recordamos que esta molécula estd for-
mada por cuatro bloques bésicos que
pueden ser representados por las letras
A, T, Cy C, es posible representar como
un largo texto la informacién genética.
Ahora, imaginemos que es posible tener
las mismas herramientas que tenemos
para un editor de textos en nuestra com-
putadora. Una de las funciones mas c6-
modas es la de copiar y pegar (cut and
paste en inglés) ya que es de gran utilidad
para mover o reacomodar informacién en
un escrito, sin tener que borrar o volver
a escribir. De manera analoga, el trabajo
de Charpentier y Doudna (Figura 1) ha
proporcionado una herramienta molecu-
lar que permite modificar la informacién
genética de cualquier organismo. Si bien
las aplicaciones son muchas, empezare-
mos por seflalar cuél es el mecanismo de
estas “tijeras” moleculares para ADN,
llamada CRISPR-Cas9.

REPETICIONES EN

LA INFORMACION

GENETICA DE LAS
BACTERIAS

En 1987, un grupo de investigadores
japoneses descubri6 en el genoma de la
bacteria Escherichia coli unas secuen-
cias que se repetian de manera regular
y que estaban separadas unas de otras
a la misma distancia. De manera mas
precisa, encontraron secuencias de 29
letras (pares de bases) que se repetian
varias veces con una misma orientacion.
Dentro de esta repeticion, observaron
una region palindroma que correspondia
a la duplicacién de una secuencia de 7

letras orientada en sentido inverso una
respecto a la otra. Un palindromo es
una palabra que podemos leer de la mis-
ma manera de atras hacia adelante (por
ejemplo, RECONOCER). Ademas, las
repeticiones presentaban la singular-
idad de que la distancia entre ellas era
de 32 letras o en algunos casos hasta 33
letras. Mas tarde, en 1993 y de forma
independiente, el cientifico Francisco J.
M. Mojica de la Universidad de Alicante,
descubre en la arqueobacteria Haloferax
mediterranei, el mismo tipo de arreglo.
En el afio 2000, Francisco J. M. Mojica y
colaboradores detectaron un gran nime-
ro de estas secuencias repetidas en otras
bacterias, arqueas e incluso mitocon-
drias (organelos de células eucariontes).
A este arreglo en el genoma le llamaron
CRISPR que son las siglas en inglés de
clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (en espafiol, repeti-
ciones palindrémicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas).

CRISPR Y EL
SISTEMA INMUNE
EN BACTERIAS

Nuevamente fue el grupo de Francisco J.
Mojica el que se dio cuenta de la relacién
que existe entre las secuencias CRIS-
PR y los espaciadores asociados, con lo
que podria ser considerado un analogo
del sistema inmune en bacterias. Sus
observaciones fueron clave para la car-
acterizacion del sistema CRISPR y las
proteinas Cas. Esta familia de proteinas
tiene una actividad de endonucleasa, lo
cual les permite hacer cortes en alguna
parte de una cadena de ADN. Sin em-
bargo, la diferencia con respecto a otras
proteinas con la misma actividad, es que
estas enzimas pueden usar una “guia”
para realizar dichos cortes sobre las ca-
denas de ADN.

Entonces, las  bacterias
pueden capturar ADN del
exterior el cual normalmente
degradan y aprovechar las
moléculas que forman la ca-
dena. Pero también las bac-
terias son victimas de virus
o plasmidos que las infectan
para poder replicarse. En
particular, a los virus que in-
fectan bacterias se les llama
bacteriofagos. Por lo tanto,
las bacterias requieren de
un sistema que les permita
reconocer y diferenciar el
ADN extrafio del propio para
asi poder defenderse de estas
infecciones. Una manera de
hacerlo es capturar el ADN
invasor e integrarlo en las re-
giones CRISPR en forma de
un espaciador. Esta seria la
primera etapa de su respuesta
inmune. La siguiente etapa
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usarlos como guia para degradar ADN o
ARN externo, ya que quedaria reconoci-
do gracias a las “guias” de ARN, como
material genético invasor (Figura 2). De
esta manera, las bacterias se protegen de
las infecciones por bacteri6fagos y en-
tre mdas secuencias externas guarden en
sus arreglos CRISPR, mejor protegidas
estan contra los ataques de virus. A este
proceso se le conoce como interferencia
por ARN.

EL SISTEMA
CRISPR-CASO Y EL
COMIENZO DE LA
EDICION GENETICA

En particular, el investigador Moin-
eau y sus colegas caracterizaron una
combinacién de arreglos de ADN con
una proteina llamada Cas9 y llama-
ron a este sistema CRISPR-Cas?9. El-
los demostraron que la proteina crea
cortes en posiciones precisas de las
cadenas dobles del ADN, cuando es
reconocida por la secuencia guia que
se obtiene de los espaciadores en
las regiones CRISPR. Este corte es
de 3 nucledtidos hacia arriba de las
regiones repetitivas del arreglo. Esta
es una caracteristica distintiva de los
sistemas CRISPR, en los que la inter-
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A 2. SISTEMA CRISPR-Cas en bacterias. Si un
i6fago inyecta su material genético, las proteinas
n capaces de integrarlos como un espaciador en
eglos CRISPR. Estas secuencias son transcritas
adas como “guias” para que otras proteinas Cas
ntren y destruyan ADN de bacteriéfagos que

de invadir a la bacteria, para asi degradarlo y que

se dafio. Tomada de: https://es.wikipedia.org/
RISPR#/media/Archivo:CRISPR_espa%C3%B1iol.

ferencia esta mediada por una
Unica proteina grande (en este
caso, Cas9) junto con las guias
de ARN. De manera indepen-
diente, Jennifer Doudna y Em-
manuelle Charpentier, recientes
ganadoras del Premio Nobel de
Quimica 2020, habian estado
explorando a las proteinas aso-
ciadas a CRISPR para aprender
como las bacterias utilizan a los
espaciadores en sus sistemas
inmunes. Juntas estudiaron un
sistema CRISPR mas simple
que se basa en la proteina lla-
mada Cas9. Encontraron que
las bacterias responden ante un
bacteriofago al transcribir espa-
ciadores y ADN palindromico en
una larga molécula de ARN y
que entonces la célula utilizaba
un ARN llamado Trans-activat-
ing crRNA (tracrRNA) y también
Cas9 para cortarla en pedazos.
Al ser Cas9 una endonucleasa
especializada en cortar ADN,
tiene capacidad dos sitios de
corte activos (HNH y RuvC), uno
para cada cadena de la doble
hélice. Parte de la investigacién
de las cientificas recientemente
galardonadas, fue que dem-
ostraron que podrian desactivar
uno o0 ambos sitios preservando
la habilidad de Cas9 de ser es-
pecifico para su ADN objetivo.
El equipo de investigacion com-
bin6é al tracrRNA y ARN espa-
ciador para formar una molécula
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En el laboratono se genera el ARN guia que
sela complementario a la secuencia de ADN

Editando genes mediante la tecnologia CRISPR-Cas9

El sistema consiste en dos componentes: una nucleasa (Cas9) y un ARN guia,
el cual guiara a la nucleasa (gracias a su secuencia) para realizar los cortes
en una regidn especifica del ADN. Aqui el proceso en 4 pasos:

nucleasa Cas¥, que axuia a modo de

molecular”™ y realizard los cortes en el ADN a

modificar.
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llamada single-guide RNA que,
al combinarse con la proteina
Cas9, podia encontrar y cor-
tar los blancos correctos de
ADN (Figura 3). Con este cono-
cimiento, propusieron que estos
ARN guias podian sintetizarse
para ser utilizados podrian uti-
lizarse para la editar cualquier
region en cualquier genoma,
siempre y cuando ya se tuviera
informacién del mismo. La pri-
mera vez que se demostrd el
sistema CRISPR-Cas9 funcio-
naba como una herramienta de
ingenieria y edicion genética en
cultivos de células humanas, fue
en el ano 2012. Desde entonc-
es, se ha utilizado en muchos
organismos, incluidos los organ-
ismos modelo como la levadura
del pan (Saccharomyces cerevi-
siae), el pez cebra (Danio rerio),
la mosca de la fruta (Drosophi-
la melanogaster), en el gusano
Caenorhabditis elegans y en
ratén (Mus musculus), asi como
en varias plantas, donde se ha
conseguido su mejoramiento
por medio de esta herramienta.

ELFUTURO Y LA
CONTROVERSIA
DE LA EDICION
GENETICA EN
HUMANOS

La tecnologia CRISPR-Cas9 ha
tenido un impacto revolucionar-
io en el mundo de la medicina.
Segun sefialan en la Academia
Sueca de Ciencias que otorga el
premio Nobel, la edicion genéti-
ca solia ser un trabajo lento,

dificil y, a veces, imposible. Sin
embargo, el uso de la técnica
CRISPR-Cas9 permite cambi-
r “el coédigo de la vida” en tan
solo unas semanas. La prim-
era evidencia de que CRISPR
puede revertir sintomas de en-
fermedad en organismos vivos
fue demostrada en marzo de
2014, cuando investigadores
del Massachusetts Institute of
Technology, curaron a ratones
de desoérdenes genéticos del
higado. Pero la gran esperanza
es que puede permitir nuevas
terapias para los seres humanos
(Figura 4). Ya se han emprendi-
do ensayos de tratamientos de
la anemia de células falciformes,
el cancer o la ceguera hereditar-
ia que se basan en CRISPR.
Sin embargo, como se publicé
en una entrega pasada (http:/
www.acmor.org.mx/?q=content/
la-necesidad-de-congruencia-
entre-la-ciencia-y-la-%C3%A9t-
ica-la-edici%C3%B3n-
gen%C3%Adtica), la edicion
genética en humanos es sin
duda, un tema de debate debi-
do a las implicaciones que esto
puede tener.
Desde la perspectiva cientifica,

la edicion de genomas aun tiene
limitantes. Aunque tenemos la
capacidad de corregir enferme-
dades hereditarias con los cual
se solucionarian grandes prob-
lemas de salud y sobre todo me-
jorar la calidad de vida de toda la
humanidad, aun existen muchos
riesgos desconocidos, como la
generacion de otros defectos o
enfermedades genéticas que
también serian heredables. Por
lo tanto, regular las situaciones
que ameritarian este tipo de ter-
apia de ingenieria genética es
de suma importancia. La edicion
de genomas en humanos, es
aun un trabajo en proceso ya
que, hasta ahora, se ha aproba-
do el uso de la tecnologia CRIS-
PR-Cas9 para la edicion de
embriones humanos solo como
ultimo recurso para corregir er-
rores genéticos que pudieran
provocar enfermedades heredi-
tarias. Entonces, no solo debe-
mos mejorar o estar seguros de
que la tecnologia de edicién de
genomas funcione, sino tam-
bién de que la relacion entre la
enfermedad y las variantes en
el genoma estén fuertemente
asociadas. Pero lo mas dificil es
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garantizar que los cambios por
la edicion genética no desenca-
denen otro problema y predecir
esto sigue siendo un reto para la
ciencia.

Finalmente, el premio ha sido
bien merecido por las cientifi-
cas ganadoras, que aunque se
han visto en litigios relacionados
con la propiedad intelectual de
la tecnologia CRISPR-Cas9, su
contribucion cientifica a la hu-
manidad, es indiscutible. Con
respecto a la ética de la edicion
genética en humanos, existe un
esfuerzo mundial con el cual se
ha iniciado una organizacion no
gubernamental (ONG) llama-
da Association for Responsible
Research and Innovation in Ge-
nome Editing (ARRIGE; http:/
arrige.org/) y como su nombre
en inglés nos sugiere, estaria
encargada de promover la inves-
tigacion responsable e innovar
en el area de edicion de geno-
mas. El lanzamiento de esta
organizacion se llevd a cabo
en Paris, Francia, en marzo del
2018 y desde entonces trata de
informar a todos los involucra-
dos (académicos, compafiias
privadas, ciudadanos y gente
encargada de tomar decisiones)
acerca del desarrollo de las tec-
nologias para edicion de geno-
mas para llevarla a cabo en un
ambiente social de aceptacion.
Mientras esta tecnologia no esté
regulada o completamente dis-
ponible para cualquier persona,
puede ser otro detonador de
desigualdad social, lo cual seria
una pena para la ciencia y la tec-
nologia.

Esta columna se prepara y edita
semana con semana, en con-
junto con investigadores morel-
enses convencidos del valor del
conocimiento cientifico para el
desarrollo social y econbémico
de Morelos. Desde la Academia
de Ciencias de Morelos externa-
mos nuestra preocupacion por
el vacio que genera la extincion
de la Secretaria de Innovacion,
Ciencia y Tecnologia dentro del
ecosistema de innovacion es-
tatal que se debilita sin la partic-
ipacion del Gobierno del Estado.
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CRISPR/Cas9 ADN masculino con una
Espermatozoide secuencia defectuosa
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EDICION ovuLo
de células
germinales
en humanos Los investigadores inyectan el La molécula CRISPR y la
con fines espermatozoide junto con el enzima Cas9 son capaces de
de corregir complejo CRISPR/Cas9 al localizar la secuencia que
errores que mismo tiempo en el ovulo causa la enfermedad y de hacer
produzcan durante la fecundacion que la célula la reparare
enfermedades
genéticas. Fuente "Nature

El embrién humano
se desarrolla con
normalidad libre

de la enfermedad
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