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RESUMEN

Cada década aparece una nueva y fundamental tecnologia genética que viene a
cambiarlo todo, revolucionando el desarrollo de la biologia molecular.

En esta década, el gran avance biotecnoldgico es la nueva y poderosa tecnologia de
edicion de genes CRISPR-Cas9, el mayor hito de la biologia desde el PCR, inauguran-
do una nueva era de ingenieria genética en la que se puede modificar la secuen-
cias del ADN en el genoma (genome editing) de cualquier célula eucariota, especial-
mente humana, de una manera facil, répida, barata y, sobre todo, de alta precision.
La aplicacion de CRISPR-Cas9 tiene mucho que ofrecer en el tratamiento de des-
ordenes cardiovasculares, abriendo las puertas a la adopcion de los nuevos conoci-
mientos.

Palabras claves: biologia molecular, genética cardiovascular, tecnologia de edicidn de
genes, sistema CRISPR-Cas9.

ABSTRACT

Every decade a new and fundamental genetic technology arises to change
everything, revolutionizing the development of molecular biology. In this decade,
this big biotechnology breakthrough is the new and powerful CRISPR-Cas9 Gene
Editing Technology, the biggest milestone in biology since the Polymerase Chain Re-
action (PCR). CRISPR-Cas9 has started a new era of genetic engineering in which you
can modify the DNA sequence in the genome (genome editing) of any eukaryotic
cell, especially human, in an easy, fast, cheap and, above all, high precision way. The
application of CRISPR-Cas9 has much to offer in the treatment of cardiovascular di-
sorders, opening the doors to the adoption of new knowledge.

Key words: molecular biology, cardiovascular genetic, gene editing technology, CRIS-
PR-Cas9 system.
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INTRODUCCION

Cada década aparece una nueva y fundamental tecno-
logia genética que viene a cambiarlo todo, revolucio-
nando el desarrollo de la biologia molecular, empujan-
do hacia adelante el estudio del genoma a niveles que
hasta entonces parecfan imposibles, haciendo mas f4-
cil, rdpiday precisa la manipulacién del genoma.

En los 70 fueron las enzimas de restriccidn, las herra-
mientas del ADN recombinante, que pueden recono-
cer una secuencia caracteristica de nucleétidos dentro
de una molécula de ADN vy cortarlo en ese punto es-
pecifico, lo cual hace factible el aislamiento de frag-
mentos definidos de ADN. Esto marcé el comien-
zo de una nueva era en la biotecnologfa, al permitir
alcanzar la habilidad de manipular las moléculas de
ADN haciendo posible el estudio de genes. El Premio
Nobel de Medicina de 1978 fue concedido a los mi-
crobidlogos W. Arber, D. Nathans y H. Smith por el
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descubrimiento de las endonucleasas de restriccién,
lo que condujo al desarrollo de la tecnologia de ADN
recombinante.
En los 80, la reaccién en cadena de la polimerasa, co-
nocida como PCR por sus siglas en inglés (polymerase
chain reaction), una técnica de biologfa molecular de-
sarrollada en 1985 por K. Mullis que le vali6 el premio
Nobel de Quimica. Es un método de amplificacién de
genes que permite obtener un gran nimero de copias
de un fragmento de ADN particular, partiendo de un
minimo. Tras la amplificacion resulta mucho mds facil
identificar, con muy alta probabilidad, virus o bacte-
rias causantes de una enfermedad, es de suma utilidad
en la clonacién de genes y en identificar personas en la
medicina forense. Estos usos derivados de la amplifica-
cién han hecho que se convierta en una técnica muy
extendida, sobre todo en el dmbito de la investigacion.
En los 90, una next-generation o secuenciacién de alto
rendimiento del ADN ha acelerado significativamen-
te la investigacion y los descubrimientos en biologia.
Las técnicas actuales permiten realizar esta secuen-
ciacién a gran velocidad, lo cual ha sido de gran im-
portancia para proyectos a gran escala como el Pro-
yecto Genoma Humano. El premio Nobel de Quimi-
ca de 1980 fue otorgado a Frederick Sanger, compar-
tido con Walter Gilbert, por el desarrollo del método
de secuenciacién del ADN.



En esta década, el gran avance biotecnoldgico es la
nueva y poderosa tecnologia de edicién de genes CRIS-
PR-Cas9, el mayor hito de la biologia desde [a PCR, in-
augurando una nueva era de ingenierfa genética en la
que se puede editar, corregir, alterar, borrar, insertar,
modificar la secuencias del ADN en el genoma (gerno-
me editing) de cualquier célula eucariota, especialmen-
te humana, de una manera fécil, rdpida, barata y sobre
todo, de alta precision.

CONCEPTOS BASICOS E HISTORIA

La plataforma tecnoldgica de ingenierfa gendmica ba-
sada en CRISPR asociado a Cas9 es una herramienta
molecular, rdpida y ampliamente adoptada, para editar
o corregir el genoma, modular directamente la funcién
de las secuencia de ADN o insertar noveles transgenes.
La historia de CRISPR, de c6mo un misterioso siste-
ma de defensa antiviral encontrado en la diversidades de
bacterias y archacas terminé siendo una de las mas po-
derosa y versatil plataforma de ingenierfa bioldgica, co-
mienza en 1987 y tomé mds de una década de investi-
gacion bdsica para entender la funcién bioldgica de esa
repeticion de elementos ahora conocida como CRISPR.
El término CRISPR, acrénimo de clustered regularly
interspaced short palindromic repeats, en espafiol repe-
ticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmen-
te interespaciadas, fue acufiado por Jansen y el espaol
Francisco Mojica.

Las bacterias y archeas usan el fenémeno o actividad
del sistema CRISPR-Cas como un mecanismo estraté-
gico natural de defensa y memoria contra las infeccio-
nes virales. Este sistema inmune adaptativo, microbia-
no, antiviral. cuya funcién es la proteccidn, destruye la
invasién viral.

Mis adelante, en un famoso articulo de 2013 publica-
do en la revista Science, Jennifer Doudna (en la Univer-
sidad de California en Berkeley) y Emmanuelle Char-
pentier (en la Universidad de Umea) tuvieron éxito al
hallar una via plausible para adaptar y recrear el proce-
so en bacterias. Demostraron cdmo convertir esa ma-
quinaria natural en las bacterias y archeas en una he-
rramienta universal de edicién programable, que servia
para cortar cualquier cadena de ADN en vivo.
Después de abundante evidencia experimental, Feng
Zhang (en el Broad Institute del MIT y Harvard) fue
mds lejos, fue el primero en publicar un articulo don-
de demostraba que CRISPR servia en un sistema bio-
16gico mas complejo, de orden superior, como la células
cucariotas (humanas), lo que le valié la primera patente
de propiedad intelectual en litigio con Doudna con fa-
llo reciente (15/02/17) de la oficina de patentes de Es-
tados Unidos a favor del primero.

El sistema CRISPR-Cas9 consta en su maquinaria de
2 componentes bdsicos, una enzima endonucleasa co-
nocida como Cas9, que interactiia asociada a CRIS-
PR, y un ARN (4cido ribonucleico) gufa, una molécu-
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Figura 1.

la de cadena sencilla que juega un papel vital en la co-
dificacién, decodificacidn, la regulacion y expresién de
genes.

Cas9, una proteina especializada en cortar ADN, es
capaz de romper un enlace en la cadena de los 4cidos
nucleicos. Cas9 es dirigido a una localizacién precisa
por un ARN corto, el ARN guia.

El ARN guia, especifico de una secuencia concreta del
ADN, direcciona a la enzima Cas9 a su objetivo en el
ADNy le indica el Jocus de interés donde cortar. Se di-
sefian moléculas sintéticas o programables del ARN
gufa con la secuencia deseada y de la proteina Cas9,
que son producidas iz vitro y luego liberadas en las cé-
lulas por diferentes mecanismos.

El complejo CRISPR/Cas “busca” una secuencia com-
plementaria en la cadena del ADN. Cuando la encuen-
tra, produce un corte ¢ introduce los cambios. Usando la
proteina Cas9, los cientificos pueden comandar el mis-
mo sistema para editar genes provocando su disrupcion
y reprogramando cualquier seccién deseada del ADN y
cambiarlo. Con este sistema es ahora més ficil editar o
modular en cualquier organismo que elijamos.
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En una 2da etapa se activan al menos dos mecanis-
mos naturales de reparacién del ADN cortado. El pri-
mero es llamado InDel (insercién-deleciéon); en el sitio
de corte aparece un hueco en la cadena o bien se inser-
ta un trozo mas de cadena, y esto lleva a la pérdida de
la funcién original del segmento de ADN cortado. Un
segundo mecanismo permite la incorporacion en el si-
tio de corte de una secuencia concreta que queremos
que se integre en el ADN.

En la naturaleza, el sistema CRISPR es usado para cor-
tar virus en los genomas bacterianos y de las arqueas.
En el laboratorio es usado desde el 2013 de diferen-
tes formas: puede remover genes indeseables o inser-
tar nuevo ADN en el lugar de eleccidn, introducien-
do cambios especificos en posiciones concretas, co-
rrigiendo errores en los genes responsables de causar
enfermedades.

La disrupci6n del gen es fAcil con las actuales tecnolo-
glas. Editar el genoma humano era posible por varios
afios pero era lento, costoso, impreciso y con grandes
dificultades. La tecnologia basada en el CRISPR-Cas9
asociada a ARN-guia es una via mas rapida que las téc-
nicas previas de edicién del ADN.

CRISPR-Cas9 trabaja en forma andloga a un moderno
procesador de palabra, corrigiendo, intercalando pala-

bras o borrando otras para programar el cédigo de las
células (Figuras 1y2).

PERSPECTIVAS

CRISPR asociada a Cas9 es una herramienta de edi-
cién de genes que ha emergido como una invalora-
ble tecnologia para lograr la manipulacién del geno-
ma somdtico y la linea germinal en células y organis-
mos modelos.

Las posibilidades de manipular secuencias de DNA, de
manera predictiva, por CRISPR-Cas tiene multiples
e innovativas aplicaciones en biologfa molecular que
transformardn las ciencias bdsicas, la biotecnologfa y la
medicina.

La enfermedad cardiovascular (ECV) tiene una etio-
logta multifactorial, biolégicamente compleja, relacio-
nada con factores de riesgo metabdlicos, genéticos, am-
bientales y de comportamiento que trabajan en con-
junto y que encontraba significativos impedimentos
para la comprensién de su fisiopatologia.

Los avances de la biologia molecular y celular permi-
ten desentrafiar las vias moleculares y las causas gené-
ticas involucradas en las disfunciones cardiovasculares
de la enfermedad.

Los objetivos terapéuticos actuales apuntan a actuar
sobre esta base contribuyendo al desarrollo de nuevos
tratamientos para las enfermedades cardiovasculares.
La edicién gendmica permite la creacién de terapias
enfocadas en los factores de riesgo genéticos de la EAC.
Objetivos como la angiogénesis, la apoptosis y la dis-
funcién endotelial no pueden ser manipulados farma-
colégicamente lo que los convierte en candidatos para
la terapia génica para suprimir factores genéticos rela-
cionados con la EAC.

En la actualidad hay varios laboratorios de investiga-
cién que estdn utilizando la herramienta de CRIS-
PR-Cas9 para editar genes involucrados en la ECV, lle-
vando adelante ensayos preclinicos mds informativos y
programando estudios clinicos.

La aplicacién de la edicién de genoma ha sido répi-
damente adoptada en muchos campos incluido el
cardiovascular, donde ha facilitado un mayor cono-
cimiento del cardiomiocito, un nuevo punto de vis-
ta del metabolismo de lipidos, la clectrofisiologia, las
miocardiopatias, la aortopatia y otros desérdenes car-
diovasculares. Especialmente, ha ayudado a crear una
variedad de modelos animales con deficiencias gené-
ticas especificas que quieran ser estudiadas, para una
nueva clase de prevencion y terapia. Por ejemplo, se
ha utilizado el pez cebra para generar modelos de hi-
pertension, desarrollo vascular, cardfaco y enferme-
dad heredada y adquirida.

Se investiga, por su viabilidad y versatilidad, un ancho
rango de aplicaciones terapéuticas, avanzando en mu-
chas 4reas de las ciencias de la vida, especialmente para
aplicaciones clinicas y gen terapia.



Reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular es su
promisorio objetivo.

La reparacion de la maquinaria endégena del ADN
para la pérdida de funcién de alelos mutantes o reali-
zar precisas modificaciones en células posmitdticas ta-
les como neuronas o miocitos cardiacos posibilitando
la estimulacién de funciones relacionadas con la su-
pervivencia de cardiomiocitos en el periodo posinfar-
to o induciendo la migracidn, proliferacion y diferen-
ciacién de células madre para distintas condiciones
cardiovasculares.

Numerosos desafios existen por delante para tratar los
desdrdenes lipidicos.

La disrupcidn y edicién de genes puede proveer efec-
tos terapéuticos en la reduccion permanente de niveles
de colesterol en sangre en pacientes tratados con esta-
tina que son resistentes o no responden bien. Un ejem-
plo de esto son investigaciones centradas en la inhibi-
ci6n de la funcién de PCSK9 que degrada los recepto-
res de LDL y provoca el aumento del nivel de lipopro-
teinas en sangre. Ding y colaboradores (2014), a través
del sistema CRISPR-Cas9, introdujeron una pérdida
de funcién para el gen PCSK9 en los higados de rato-
nes y mostraron una disminucién de los niveles de co-
lesterol del 40%.

Otro estudio por edicién gendmica inhibia genes co-
nectados a la ECV alterando la apolipoproteina E
(ApoE).

Eluso de CRISPR-Cas9 en el sistema beta adrenérgico
contribuye al estudio de la hipertension arterial.
Inhibir la progresién de la cardiomiopatia dilatada,
modificando los factores que conducen al remodela-
miento ventricular patolégico y mejorar la fraccién de
eyeccidn en estos pacientes es otro de los esfuerzos para
incrementar el conocimiento de esta patologia me-
diante Cas9 cardioespecifica.

La factibilidad técnica de alterar genes asociados con
varias condiciones cardiacas facilita y estimula la gene-
racion, desarrollo y accesibilidad de nuevas drogas uti-
les, seguras y debajo costo y terapéuticas médicas que
podran provocar la disrupcién de todo el ecosistema de
la patologia cardiovascular.

La edicidn gendmica es una perfecta herramienta para
el control y cura de causas genéticas o epigenéticas aso-
ciadas con funciones bioldgicas alteradas o enfermeda-
des cardfacas para las cuales no hay terapias o debido a
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Permite manipular o alterar genéticamente en el labo-
ratorio pardsitos como ¢l tripanosoma causante de en-
fermedades como ¢l Chagas o emplear ingenierfa de
mutacién en la poblacién de mosquitos para inactivar-
los y detener la malaria.

Una excitante direccién futura es el uso de la tecnolo-
gia basada en Cas9 en el tratamiento de desdrdenes ge-
néticos como fibrosis quistica, anemia sickle-cell o dis-
trofia muscular de Duchenne para corregir la muta-
cién causal.

Una aplicacion adicional de CRISPR-Cas9 es incorpo-
rar nuevas drogas mds efectivas contra el cincer y me-
jores antivirales para combatir la infeccién HIV, bajan-
do sus niveles o hacerlos indetectables.

El uso de la tecnologia de edicién de genes en repro-
duccién humana, para la modificacién genética de la li-
nea germinal (ingenierfa germ/line humana), genera un
debate sobre consideraciones éticas con mayor focus en
cémo o cudndo o con qué propdsito CRISPR puede
ser usado para hacer cambios hereditarios en el genoma
humano. Recientemente, la FDA ha dado su aproba-
ci6n a la investigacién de la Universidad de Pennsylva-
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tres genes implicados en el cancer.
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lidad de alcanzar beneficios terapéuticos permanentes
sin la necesidad de tratamiento continuo que requiere
una administracién repetida de drogas o tratamientos
paliativos.

Las futuras soluciones mediante la modificacién de ge-
nes serdn encontradas al comprender y refinar nuestro
conocimiento y mejorar la especificidad de Cas9 en su
target de enfermedades cardiacas.

CRISPR-Cas9 tiene mucho que ofrecer pero, como
todas las terapias génicas, cada propésito de uso
en cardiologia tiene que tener un ratio favorable
riesgo-beneficio.

Es posible vislumbrar los beneficios relacionados con
la correccién de genes de riesgo o enfermedad car-
diaca. Estdn en el horizonte, recién se abre la puer-
ta a este conocimiento, pero todavia hay un largo ca-
mino para alcanzar su completo potencial cientifico y
terapéutico.
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Se pueden hallar videos en You Tube, como Genome
Editing with Crispr-cas9; CRISPR reactivos estd dispo-
nible para la comunidad académica a través de Addge-
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les se encuentran disponibles via el sitio web del labo-
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COMPANIAS CRISPR STARTUPS

Editas Medicine IPO Cambridge, Mass. Posce la li-
cencia del Broad Institute del MIT y Harvard con
las aplicaciones de la invencién de Zhang.

Caribou Biosciences, sede en Berkeley posee la li-
cencia exclusiva sobre las investigaciones CRIS-

PR-Cas9 realizadas por Doudna.

e Oxitec

¢ Intellia Therapeutics IPO

e  Crispr Therapeutics, con sede en Basilea, Suiza, li-
cencia las invenciones de la Universidad de Viena
donde trabajé Charpentier.

o Parker Institute

e eGenesis con sede en Boston, produce cerdos clona-
dos, modificados genéticamente para trasplante de
4rganos.

IPO (initial public offering). Las acciones de una com-

paiia privada es ofrecida publicamente transformén-

dose en una empresa publica.





