CRISPR-Cas9y ...

.. Bebés a la carta?
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Resumen— Recientemente, las cientificas Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier han desarrollado un sistema capaz de
reescribir el genoma con un nivel de precisiéon sin precedentes, y de una forma relativamente sencilla y econémica. Dicho
sistema, llamado CRISPR-Cas9, supone una revolucion total para el ser humano. La tecnologia CRISPR-Cas9 es
potencialmente capaz de realizar modificaciones a la carta en el genoma de células soméaticas, germinales o embrionarias. Las
primeras aproximaciones de la técnica se desarrollaron con idea de evitar enfermedades genéticas. Sin embargo, la realidad
es que, al menos a efectos tedricos, CRISPR-Cas9 nos permitiria ir mucho mas alla. El peligro potencial frente a un posible uso
inapropiado de esta potente herramienta ha obligado a la comunidad cientifica a reconsiderar sus implicaciones éticas y de
seguridad. No obstante y a pesar de la pausa, ya es posible afirmar: la era de los humanos de disefio ha llegado.
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1. INTRODUCCION

Los CRISPRs (del inglés: “Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats”) son agrupaciones de pe-
quenas secuencias palindrémicas de ADN que se repiten
y estdn separadas por ADN espaciador. Se asocian a un
grupo de genes (genes Cas) y a una secuencia lider para
conformar un complejo sistema de inmunidad adaptativa
en organismos procariotas. [1] Los productos de trans-
cripcién de dichos espaciadores guian la degradacién de
ADN exégeno codificante para transcritos homoélogos a
ellos, llevandose a cabo un proceso de silenciamiento gé-
nico a nivel de ADN. [1] [2]

Cuando se comenzo a estudiar el mecanismo, se tomo
un sistema sencillo CRISPR/Cas, basado en una tnica
proteina: la nucleasa Cas9. El sistema CRISPR-Cas9, con-
cretamente, estd inspirado en el sistema inmune adaptati-
vo de Streptococcus pyogenes SF370. Cuando la célula reco-
noce material genético exégeno, transcribe una molécula
de RNA de gran tamafio formada por las secuencias pa-
lindrémicas y los espaciadores. Dicha molécula es proce-
sada para dar lugar a complejos efectores formados por
una molécula de crRNA (productos transcripcionales de
los espaciadores) y por Cas9. Estos complejos también
estdn formados por una molécula de RNA llamada tra-
crRNA (“Trans-activating crRNA”), implicada en la madu-
raciéon del crRNA. La molécula de crRNA guia a Cas9
hasta la molécula de ADN diana, llevandose a cabo la
degradacion. [3]

Cuando se combinaron el espaciador y el tracrRNA, se
descubri6é que junto con Cas9 eran capaces de encontrar el
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ADN diana correcto y cortarlo. A la unién entre el espa-
ciador y el tracrRNA se le llamé “RNA guia”. Asi, intro-
duciendo un gen exégeno acomparfiado de su RNA guia,
se descubrié que era posible suprimir un gen endégeno o
corregir una mutacion determinada de forma especifica,
por accién de Cas9. [3] Esto es posible porque al introdu-
cir en el interior celular el RNA-guia con el gen exégeno
diana, se produce una rotura especifica de la doble cade-
na (DSB) gracias a que la Cas9 tiene dos sitios de corte,
uno para cada hebra de ADN. Las DSBs son reparadas
por recombinacién homéloga (HDR) en presencia del
DNA exdgeno. Por esto, cuando se produce una recombi-
nacion del tipo HDR se puede introducir el gen exégeno
de interés o corregir una mutacién determinada con un
alto nivel de especificidad.

A lo largo de los afios, la todavia inexistente posibili-
dad de modificar genéticamente las células de las lineas
germinales ha sido generalmente rechazada, por ir en
contra de las leyes de la naturaleza, entre otros motivos.
[4] Sin embargo, en algunos paises existen vacios legales
que dotan de cierta maniobrabilidad al uso de nuevas
herramientas de edicién genémica, puesto que o bien las
normas estan dictadas por directrices en lugar de por le-
yes, o bien las leyes estan referidas a técnicas de ingenie-
ria genética convencionales y no afectan a las técnicas
modernas. Reino Unido, el pais con mayor impacto a ni-
vel mundial en el ambito de la reproduccién asistida, ha
aprobado recientemente un proyecto de ley que permiti-
ria la donacién mitocondrial para prevenir la aparicién de
enfermedades mitocondriales en la descendencia. Y esto
supondria, basicamente, la modificaciéon genética de las
lineas germinales. [5]



Ante la inminente posibilidad de que CRISPR-Cas9 se
convierta en una herramienta clinicamente viable para la
edicién de genomas en lineas germinales, sera necesario
sentar unos limites legales de una forma extremadamente
prudente. Para la valoracién de tal necesidad, a continua-
cién se exploraran los procedimientos de modificacién,
los objetivos y la relacién beneficio-riesgo del sistema
CRISPR-Cas9 para la edicién del genoma en lineas ger-
minales.

2. EDICION GENOMICA EN LINEAS GERMINALES

La edicion gendémica se puede realizar a nivel de em-
brién, de ovocito o de espermatogonias (Figura 1) [6].

2.1. Embriones

Se realizaria por microinyeccién del complejo efector
de la edicion (RNA-guia, DNA exégeno y nucleasas) en el
zigoto (estadio unicelular del embrién). Posteriormente,
se llevaria a cabo el analisis de las modificaciones on-
target y off-target mediante diagnoéstico genético preim-
plantacional (PGD), en una biopsia de blastémera (si se va
a transferir el embrién fresco) o trofoectodermo (si se va a
transferir el embrién congelado). Tras comprobar que las
modificaciones se hayan llevado a cabo correctamente, se

procederia a la transferencia embrionaria.

2.2. Ovocitos
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Fig. 1. Genome-editing en la linea germinal [6]

La edicién genémica a nivel de ovocitos tendrfa lugar
en el estadio de ovocito secundario, cuando éste se en-
cuentra detenido en metafase II. El ovocito editado puede
ser fertilizado por un espermatozoide mediante IVF o
ICSI, y el embrién resultante seria implantado en el ttero
materno.

2.3. Espermatogonias

Las células madres espermatogonias se extraerian me-
diante una biopsia testicular, se procederia a su separa-
cién, purificacién y edicion con CRISPR-Cas9. Tras la ve-
rificacién por PGD, se incorporarian de nuevo al hombre
para que terminen de madurar in vivo. Posteriormente, se
seleccionarian las células editadas para su fertilizacién
por IVF o ICSI.

3. CONSIDERACIONES

El primer aspecto a considerar es que la modificaciéon
embrionaria podria tener efectos contraproducentes (y lo
que es mas importante, insospechados) en el individuo
formado. Sin haberse documentado demasiado, uno po-
dria sospechar las terribles consecuencias que tendria un
corte off-target (aquellos que tienen lugar fuera de la dia-
na) en un gen supresor de tumores, como TP53. En efecto;
de ser asi, el individuo desarrollaré cancer probablemente
poco después del nacimiento.

En este punto cabe preguntarse.. jpor debajo de qué
porcentaje de error podriamos considerar “especifica”
una modificacién? ;como seria posible evaluar las modifi-
caciones off-target? En cuanto a la posibilidad de modifi-
car fenotipos controlados por mas de un locus, la intro-
ducciéon de varios RNA-guia multiplicaria las probabili-
dades de ocurrencias off-target, acumulandose alteracio-
nes por falta de especificidad.

El uso de enzimas mads sofisticadas y el desarrollo de
herramientas de andlisis del perfil genémico de sitios off-
target de alta ocurrencia, permitirdn reducir la incidencia
de dichos efectos. [7] Sin embargo, la vida nunca sera una
ciencia exacta, y por tanto la probabilidad de ocurrencia
nunca sera cero. En este punto, serd preciso valorar si
compensa asumir un riesgo, especialmente en aquellas
situaciones en las que el embrién sabemos lleva escrito en
su genoma el alelo que le provocara una determinada
enfermedad. Todo serd cuestién de probabilidades.

La correccién de pequefias mutaciones en el embrién
para revertir el genotipo silvestre en presencia de una
alteraciéon que provoca una enfermedad, se vislumbra
como la primera aplicacién del sistema CRISPR-Cas9. En
contra de objeciones éticas, el rescate del genotipo en este
tipo de casos podria considerarse como una recuperacién
de su estado normal. No obstante, otra corriente de pen-
samiento podia considerarlos como una transgresién del
orden natural de los acontecimientos. En cualquiera de
los casos, queda claro que por el momento las modifica-



ciones que deben estudiarse son aquellas en las que se
revierta el genotipo silvestre via HDR, utilizando un
molde de ADN exégeno de pequetia longitud, con un
solo tipo de RNA-guia, y con la finalidad tinica de corre-
gir un fenotipo que comprometa seriamente la salud del
individuo a desarrollarse.

4. OBJETIVOS

Al dambito clinico de aplicacién de CRISPR-Cas9 se le
podria sumar una aplicacién adicional relacionada direc-
tamente con el dmbito social: la mejora genética de los
seres humanos. Ademas, se podria considerar su uso para
la optimizacién y personalizacién de las técnicas de re-
produccion asistida (ART).

4.1. Mejora genética humana

Un estudio reciente ha demostrado que aproximada-
mente la mitad de las mujeres que buscan un donante de
esperma consideran la inteligencia igual de importante
que la salud, mientras que un grupo mas pequeiio (40,7 %)
da mas importancia a los rasgos étnicos del individuo.
Aunque se han descrito varios SNPs relacionados con la
atencién y la capacidad de aprendizaje del individuo, los
efectos de éstos son muy pequerios. En este sentido, por
ahora seria dificil aumentar la inteligencia de un indivi-
duo por edicién genémica. En cuanto a los rasgos étnicos,
un reciente estudio ha demostrado que en cigotos de rata
el tratamiento con CRISPR-Cas9 permite rescatar a los
individuos albinos por modificacion de un SNP. Es de
suponer que en este punto alguien se pregunte si es posi-
ble elegir tener un nifio rubio de ojos azules. Pues bien, se
sabe que una variante del gen OCA2 (rs1667394 A) esta
relacionada con el pelo rubio y los ojos azules. Sin embar-
go, la modificaciéon de este gen no tendra los efectos
deseados porque el color de ojos estd controlado por al
menos 16 genes. [8] Por tanto, podemos afirmar que co-
nocemos el procedimiento y la técnica, pero que aun des-
conocemos la correspondencia genotipica de muchos ras-
gos fenotipicos. Una vez sea conocida dicha relaciéon
(simplemente cuestién de tiempo), tendran que evaluarse
las posibles consecuencias de estos cambios a nivel sisté-
mico, con el objetivo de aceptar o rechazar la viabilidad
de esa modificaciéon en concreto.

4.2.Personalizacion de las ART

La ediciéon de embriones y células germinales permiti-
ria incrementar la eficiencia de los tratamientos de repro-
duccién asistida (ARTs), ya que en algunos casos la infer-
tilidad estd asociada con condiciones genéticas desfavo-

rables en los propios pacientes. Es el caso de las reorgani-
zaciones cromosOmicas, siendo la méas comun las translo-
caciones reciprocas (1 de cada 500 individuos). Este fe-
némeno consiste en el intercambio balanceado de mate-
rial genético entre dos regiones cromosémicas terminales,
y suele derivar en el pérdidas recurrentes del embarazo y
nacimiento de individuos con anomalias congénitas. Un
paciente que no considerara la donacién de gametos o la
adopcién, podria encontrar una solucién en CRISPR-Cas9
para generar descendencia “a su imagen y semejanza”. [9]

4.3. Eugenesia

Quizé sea éste sea el aspecto que suscita mayor pre-
caucién. La apertura a la modificacién de la linea germi-
nal es, simplemente, una apertura sin retorno a la eugene-
sia: la seleccién positiva de las versiones “buenas” del
genoma humano y la eliminacién de las “malas” versio-
nes, no solo para la salud del individuo, sino también
para el futuro de la especie. En cualquier caso, eugenesia
racional seguira siendo eugenesia, y nada podria eliminar
el dolor de aquellos que nazcan en el mundo de la modi-
ficacion de la linea germinal si nadie invirti6 demasiado
en sus gametos. A estas personas les tocard vivir con la
complejidad de un genoma diferente de lo que esta tecno-

logia sera capaz de definir como “normal”.

5. CONCLUSIONES

Es posible imaginar el dia en el que los cromosomas
humanos puedan ser modificados para asegurar que una
caracteristica u otra esté presente en un nifio nacido. Este
dia esta relativamente cerca, y nos encontramos andando
a pasos de gigante. Por este motivo, los desarrolladores
del sistema han solicitado la convocatoria de un grupo
mundial de expertos en la tecnologia de la ingenieria del
genoma, el derecho y la bioética, asi como de otros miem-
bros de la comunidad cientifica, agencias gubernamenta-
les y otros grupos de interés, con el fin de examinar mas a
fondo la seguridad de la técnica y el alcance que su apli-
cacion debe tener por el momento.

La edicion de genomas en lineas germinales permitird
prevenir enfermedades monogénicas y aumentara la efi-
cacia de los tratamientos de reproduccién asistida. La
modificacién genética humana deberd ser tomada con
extrema cautela, y en cualquier caso, serd crucial que la
sociedad conozca los pros y contras de las practicas en el
posible caso de que éstas lleguen a ser aprobadas. Para
esto, la comunidad cientifica debe analizar rigurosamente
los problemas de seguridad de su empleo, estableciéndo-



se unas medidas reguladoras prudentes, y siempre ante-
poniendo el sentido comdn a la enorme diversidad de
creencias culturales que nos gobiernan. Cualquier accién
debera realizarse bajo un extremo nivel de sensatez, y
especialmente bajo la sola premisa de mejorar la calidad
de vida de los seres humanos sin llegar en ningan caso a
comprometerla.
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El sistema inmune y el sexo

Blanca de Alarcén Gémez, Rocio Espinosa Portero

Resumen— El sistema inmunolégico funciona de forma diferente en hombres y en mujeres dando lugar a un dimorfismo
sexual. Esto hace que la respuesta inmune sea distinta, por lo que el ataque de patdégenos, asi como las enfermedades
autoinmunes, no afectan de igual forma. Una posible causa de esta diferencia es que las mujeres estan preparadas para el
embarazo, un evento que incluye la presencia de otro organismo inmunoldgicamente diferente a ellas.

Palabras Claves— Embarazo, Hormonas, Respuesta inmune, Sistema inmune, Sexo

1. INTRODUCCION

En vista a las muchas diferencias que hay entre hom-
bres y mujeres a nivel biolégico, no deberia sorpren-
dernos que el sexo también influya en el desarrollo de la
respuesta inmune. Sin embargo, debido a la enorme com-
plejidad del sistema inmune, atn a dia de hoy, tras afios
de estudio, se desconocen aspectos que tienen relacién
con esta parte tan importante de nuestro organismo. Un
ejemplo de esto es el reciente descubrimiento de la in-

fluencia de las hormonas sexuales en la respuesta inmune
humana, hecho que implica un dimorfismo entre ambos
sexos. Como veremos a continuacion, el sistema inmune
es diferente segun el género, y esto ademads tiene una cau-
sa: el embarazo como evento inmunolégico; y una conse-
cuencia: las enfermedades autoinmunes y su distinta in-
cidencia en hombres y mujeres.



