ISSN 0001-6012 eISSN 2215-5856
Acta Médica Costarricense
Editada por: Colegio de Médicos y
Cirujanos de Costa Rica

2023/ julio-setiembre; 65 (3): 1-11
doi: 10.51481/amc.v65i3.1268

Afiliacion Institucional:
"Universidad de Costa Rica, Instituto
de Investigaciones en Salud (INISA),
San José, Costa Rica, christopher.
vagliocedeno@ucr.ac.cr

000-0002-0371-387X
2Universidad de Costa Rica,
Instituto de Investigaciones en
Salud (INISA), San José, Costa Rica,
esteban.rodriguez_r@ucr.ac.cr

000-0003-4628-139X
SUniversidad de Costa Rica, Instituto
de Investigaciones en Salud (INISA),
San José, Costa Rica, fernando.
moralesmontero@ucr.ac.cr

#0000-0002-6564-8671

Abreviaturas:

CRISPR, Repeticiones palindromi-
cas cortas agrupadas regularmente
espaciadas.

ECV, Enfermedad Cardiovascular
HDR, Reparacion dirigida por ho-
mologia.

NHEJ: Unién de extremos no ho-
mdlogos.

TALEN, Nucleasas efectoras tipo
activador de la transcripcion.

ZFN: Nucleasas de dedo de zinc.

Fuentes de apoyo: Universidad de
Costa Rica.

Conflicto de interés: Los autores
declaran que no existe conflicto de
intereses.

< fernando.moralesmontero@
ucr.ac.cr

o020

Esta obra esta bajo una licencia
internacional: Creative Commons
Atribucién-NoComercial-
Compartirlgual 4.0.

o 7

Revision

Aplicaciones clinicas de la herramienta CRISPR-Cas

(Clinical Applications of the CRISPR-Cas Tool)

Christopher Vaglio-Cedefio', Esteban José Rodriguez?, Fernando Morales?

Resumen

El desarrollo de tecnologias para la edicion del genoma ha abierto la posibilidad de apuntar
directamente y modificar secuencias genémicas en casi todo tipo de células eucariotas.
La edicion del genoma ha ampliado nuestra capacidad para dilucidar la contribucién de
la genética a las enfermedades al promover la creaciéon de modelos celulares y animales
mas precisos de procesos patoldgicos y ha comenzado a mostrar su potencial en una
variedad de campos, que van desde la investigacion basica hasta la biotecnologia aplicada
y biomédica. Entre estas tecnologias, el uso de las repeticiones palindromicas cortas
agrupadas regularmente espaciadas ha acelerado, en gran medida, el progreso de la edicién
de genes desde el concepto hasta la practica clinica, generando, ademas, interés debido, no
solo a su precision y eficiencia, sino también a la rapidez y a los costos necesarios para su
implementacion en comparacion con otras tecnologias de edicion genomica.

En esta revision se presenta informacion recabada de publicaciones indexadas en la base
de datos PubMed que se encontraron mediante el uso de palabras claves asociadas con
la tecnologia y que se filtraron para retener solo aquellas con evidencias de avances
clinicamente relevantes y que permiten demostrar algunas de las aplicaciones que tiene
esta tecnologia en la investigacion, prondstico y tratamiento de enfermedades genéticas,
cardiovasculares, virales, entre otras; esto con el objetivo de dar a conocer la situacion
actual de los avances en aplicaciones clinicas de la herramienta CRISPR-Cas y fomentar
ain mas la investigacion en esta tecnologia, la cual, tal como se evidencia a lo largo
de esta revision, posee una gran versatilidad y un amplio rango de aplicaciones, lo que
ofrece una enorme oportunidad en el campo de la medicina gendmica, pero que, a su vez,
requiere un mayor fomento en su investigacion para mejorar la tecnologia y acercarla
aun mas a consolidar aplicaciones clinicas de uso seguro, confiable y consistente.

Descriptores: CRISPR-Cas, edicion genética, terapia génica, ZFN, aplicaciones clinicas.

Abstract

The development of genome editing technologies has opened up the possibility of directly
targeting and modifying genomic sequences in almost all types of eukaryotic cells. Genome
editing has expanded our ability to elucidate the contribution of genetics to disease by
promoting the creation of more precise cellular and animal models of disease processes
and has begun to show its potential in a variety of fields, ranging from basic research to
applied and biomedical biotechnology. Among these technologies, the use of clustered
regularly spaced short palindromic repeats have greatly accelerated the progress of gene
editing from concept to clinical practice, further generating interest due not only to its
precision and efficiency, but also to the speed and costs required for its implementation
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Aplicaciones clinicas de CRISPR-Cas

compared to other genomic editing methods. This review presents information collected
from indexed publications in the PubMed database that were found by using keywords
associated with the technology and filtered to retain only those with evidence of clinically
relevant advances that demonstrate some of the applications that this technology has in
research, prognosis, and treatment of genetic, cardiovascular, and viral diseases, among
others; this with the aim of show the current situation of advances in clinical applications
of the CRISPR-Cas tool and further encourage research in this technology, which, as
evidenced throughout this review, has a great versatility and a wide range of applications,
which offers an enormous opportunity in the field of genomic medicine but which, in turn,
requires greater support in its research to improve the technology and bring it even closer
to consolidating clinical applications of safe, reliable and consistent use.

Keywords: CRISPR-Cas, gene editing, gene therapy, ZFN, clinical applications.

Fecha de recibido: 12, septiembre, 2022

Mucho de la comprensién de la base genética de en-
fermedades o patologias que afectan a los humanos ha sido
posible gracias a los datos de secuenciacién del ADN de in-
dividuos afectados por estas patologias.! Desde el afio 1983,
cuando se identifico el primer gen asociado con una enfer-
medad hereditaria en humanos,? ha habido un importante
avance en mejorar las diferentes técnicas/tecnologias uti-
lizadas en el laboratorio para la identificacion de regiones
génicas asociadas con estas enfermedades. Hoy en dia se
conocen mas de 6650 genes humanos que estan asociados
con alguna enfermedad.® La mayoria de estos genes se han
asociado con enfermedades genéticas causadas por alter-
naciones en un tnico gen (trastornos monogénicos), tales
como la enfermedad de Huntington, la fibrosis quistica, la
talasemia, distrofia mioténica, la anemia falciforme, entre
otras. Ademas de estas enfermedades monogénicas, tam-
bién se han descrito patologias humanas complejas, causa-
das por la accién de varios genes (trastornos multigénicos)
y factores ambientales, tales como el cancer, la diabetes, es-
quizofrenia, entre otras. A este segundo grupo también se le
conoce como enfermedades multifactoriales. Actualmente,
la mayoria de estas enfermedades carecen de un tratamien-
to efectivo. Sin embargo, las nuevas estrategias de secuen-
ciacion de siguiente generacion han permitido desarrollar
y avanzar en metodologias genémicas, contribuyendo con
un mejor conocimiento y entendimiento de las bases ge-
nético-moleculares de todas estas enfermedades, lo que se
espera se traduzca en diagnésticos mas exactos, mejor in-
formacién pronéstica y, en dltima instancia, un tratamien-
to efectivo contra los padecimientos de los pacientes.

En este sentido, la medicina genémica, un area de
investigacion reciente que ha venido avanzando desde
que se complet6 el proyecto del genoma humano, se en-
foca en el estudio y la bisqueda de nuevas y mejores es-
trategias terapéuticas que permitan combatir este tipo de
enfermedades.* Actualmente, la medicina genémica en la
practica clinica se encuentra orientada a la rectificacion
de una mutacién genética especifica (causante de una

Fecha de aceptado: 07, noviembre, 2023

enfermedad monogénica) mediante tecnologias de inge-
nieria genética, tal como la terapia génica.® En términos
generales y de forma simple, se entiende por terapia géni-
ca como el uso de los 4cidos nucleicos (ADN o ARN) para
el tratamiento, cura o prevencion de trastornos humanos.
Dependiendo del tipo de enfermedad, esto se puede lograr
mediante la administracién de un gen terapéutico funcio-
nal como un sustituto de la contraparte endégena defec-
tuosa o faltante, o reduciendo los niveles de un producto
genético defectuoso.® Una estrategia de terapia génica que
ha venido tomando fuerza en los ultimos cinco anos es
la edicion del genoma humano. Esta edicién del genoma
consiste en cambiar deliberadamente la secuencia del 4ci-
do desoxirribonucleico (ADN) de una célula u organismo
vivo con el fin de cambiar su fenotipo.” Para realizar esta
edicion es imprescindible, entre otras cosas, el uso de nu-
cleasas (enzimas que cortan las dos cadenas de ADN) y el
aprovechamiento de los sistemas de reparacién del ADN
propios de las células.® La reparacién puede realizarse por
uno de dos mecanismos principales: 1- reparacion homo-
loga dirigida (HDR) y reparacién no-homologa “end-joi-
ning” (NHE]).’ Esta revisién se concentrard en la estra-
tegia conocida como “Repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas” (CRISPR por
sus siglas en inglés) y sus aplicaciones en la salud humana.

El objetivo principal de esta publicacion es
presentar una revision de la literatura sobre las
aplicaciones clinicas de la herramienta CRISPR-Cas en el
area de la salud, para fomentar la investigacion en este
campo en Costa Rica.

Metodologia

Esta revision incluye los articulos disponibles en
la base de datos Pubmed y que se encontraron al realizar
busquedas utilizando palabras clave relevantes, “CRISPR”,
“Cas”, “edicion gendmica”, “terapia génica”, “aplicaciones
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clinicas” y sus respectivas combinaciones. Se aplicaron
criterios de inclusion y exclusion de la siguiente manera:

e Criterios de inclusién: Estudios que examinen
la aplicacion de CRISPR-Cas en seres humanos
o modelos animales relevantes para la medicina
humana;estudios clinicos que evaltienlos efectos
terapéuticos de CRISPR-Cas en enfermedades
humanas, asi como su seguridad y eficacia;
estudios que utilicen técnicas de edicion genética
para corregir o eliminar mutaciones patogénicas
o para mejorar la expresion de genes especificos;
estudios publicados en revistas cientificas
revisadas por pares; estudios in vitro asi como
estudios in vivo y revisiones sistematicas.

e Criterios de exclusion: Estudios que usaron
la estrategia CRISPR-Cas pero con resultados
poco robustos y estudios que sean duplicados
0 que se basen en datos ya incluidos en otros
estudios revisados en la revision sistematica.

Inicio de la edicién de genomas

Los primeros pasos hacia la ingenieria genética
comenzaron a gestarse en la década de 1970 y a partir de
ahi se estableci6 un nuevo horizonte del conocimiento.!
Inicialmente se trabajé con métodos que se basaban en
mecanismos de reparacion de la ruptura de la doble hebra de
ADN (double strand break, DSB), los cuales se llevaban a cabo
usando meganucleasas. Sin embargo, este método resulto ser
altamente inespecifico, dificil de establecer la secuencia de
interés y muy costoso. Es a mediados de la década de los 80
cuando se descubren los primeros elementos importantes que
participan en la edicién del genoma. En 1985 se descubrieron

las proteinas de dedo de zinc, que presentan propiedades de
unién sitio-especificas al ADN.!! No obstante, no fue sino
hasta el 2001 que se disend una nucleasa quimérica llamada
nucleasa de dedo de zinc (ZFN), en la que los dominios de
dedos de zinc eran los responsables de la identificacién del
ADN de interés,> cumpliendo con las dos caracteristicas
criticas que debia tener para realizar la edicién del genoma:
1- reconocimiento de una secuencia especifica en el genoma,
y 2- actuar como una nucleasa de restriccion, ésea, con la
capacidad de cortar las cadenas de ADN.!3 Sin embargo, se
requeria de mucho tiempo para disenarlas contra una regién
especifica y se obtiene un ndmero bajo de regiones blanco
potenciales en el genoma.’

Esta limitacién proporciond las bases para la aparicién
de una nueva generacion de nucleasas que podian apuntar a
una region especifica en el genoma. En el 2009, varios grupos
de investigacion descubrieron que los patégenos formadores
de agallas contenian unas proteinas a las que se les dio
el nombre de “efectores similares a los activadores de la
transcripcién” (TALE por sus siglas en inglés). Estas proteinas
eran capaces de unirse especificamente a regiones blanco
en los genomas de las plantas y causar enfermedades.*
Posterior a esto, otros investigadores combinaron los TALE
y las nucleasas fokl, creando un nuevo sistema de ediciéon
de genes denominado nucleasas efectoras similares a los
activadores de la transcripciéon (TALEN) para una mejor
seleccion génica." Esta estrategia de edicion presenta varias
ventajas: 1- requiere de un diseno mas simple; 2- puede
escindir cualquier secuencia de ADN de interés con una
frecuencia relativamente alta y 3- presenta un bajo nimero
de sitios de corte no deseados!®!® a pesar de esto, ambas
tienen sus limitaciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparacion de los tres sistemas de edicién mas comtinmente utilizados para edicion genética.
Editado de: Gonzalez-Romero et al., 2019%°

ZFN » Permite reparacion HDR o NHE]
 Permite ediciones bialélicas

» Mas faciles de disenar que ZFN
 Altamente eficiente
TALEN  Permite reparacion HDR o NHE]

e Permite ediciones bialélicas

« Fécil diseno y optimizacion

e Mayor eficiencia

e Permite reparacion HDR o NHE]
» Permite ediciones bialélicas

CRISPR-Cas

Sistema Ventajas Desventajas
« Posibilidad de desarrollar nucleasas « Posibilidad de edicion fuera de blanco, pero
« Altamente eficiente menor que en CRISPR.

» Funciona en diferentes tipos celulares y especies

« Funciona en diferentes tipos celulares y especies

« Funciona en diferentes tipos celulares y especies

e Nucleasas mas dificiles de disenar.

« Posibilidad de edicion fuera de blanco, pero
menor que en CRISPR.

» Mas dificil de disenar que CRISPR.

» Mayor posibilidad de edicion fuera de blanco.

e La secuencia PAM restringe la seleccion de
posibles blancos.
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Mientras esto ocurria, a principios de 1987, se des-
cubrieron las “repeticiones palindrémicas cortas agrupa-
das y regularmente interespaciadas” (CRISPR), original-
mente en el ADN de E. coli y posteriormente en muchas
otras especies de bacterias.?' La funcion de estas secuen-
cias repetidas cortas permaneci6 incierta durante mu-
chos anos, hasta que experimentos posteriores revelaron
que esas secuencias participaban en la defensa inmune
adaptativa en bacterias y arqueas, atacando y cortando
el ADN extrano, y que era guiado por el ARN.?2-24 Por otra
parte, la proteina Cas es una enzima presente en bac-
terias que utiliza las secuencias CRISPR como guia para
reconocer y escindir cadenas especificas de ADN que son
complementarias a la secuencia CRISPR. Estas cadenas
complementarias corresponden a los virus que infectan
a las bacterias. De esta forma, las bacterias utilizan estas
secuencias y a la proteina Cas como un sistema inmune
contra el ataque de virus.?

Luego de la identificacién de su funcién, un grupo
de cientificos llegd a la conclusién de que CRISPR po-
dria utilizarse para la ruptura dirigida de la doble cade-
na del ADN, y posteriormente para la ediciéon de genes
en mamiferos, esto al programar una nucleasa (Cas9) a
partir de repeticiones palindromicas cortas agrupadas
y regularmente interespaciadas (CRISPR) simplemente
cambiando su ARN guia,” lo cual representa un gran
avance con respecto a la escisién de ADN guiada por
proteinas utilizada por TALEN y ZFN.% Es por esto (y
por otras razones, ver cuadro 1) que, en la actualidad, la
estrategia de edicion de genoma mas utilizada es CRIS-
PR-Cas9. De hecho, si se realiza una biisqueda en Pub-
Med (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) y se utilizan
como palabras clave CRISPR-Cas9, el resultado es que
hay mas de 31 mil investigaciones en menos de 10 afos,
muchas mas que las que aparecen si se usan TALEN y
ZFN, incluso juntas.

Las tecnologias de edicién del genoma basadas en
nucleasas sintéticas o bacterianas se han desarrollado a un
ritmo muy rapido en los tiltimos cinco anos y han comenza-
do a mostrar una extraordinaria utilidad en varios campos,
que van desde la investigacién basica a la biotecnologia
aplicada y a la investigacién biomédica.?” Esto ha permi-
tido profundizar y comprender mejor la relacién entre el
producto de un Unico gen (usualmente asociado con una
patologia humana) y el fenotipo de los individuos afecta-
dos por una patologia especifica.”® La edicién del genoma
se puede llevar a cabo in vitro o in vivo mediante la entrega
de la maquinaria de edicién in situ, la cual agrega, remueve
o0 “corrige” los genes, asi como también puede realizar otras
modificaciones genémicas altamente dirigidas.?*

Mecanismo de CRISPR-Cas9

El término CRISPR corresponde a una serie de
secuencias de ADN que se encuentran dentro de los

genomas de organismos procariotas, como bacterias y
arqueas. Aunque se identificaron en Escherichia coli,?' se
ha reportado su presencia en mas del 40 % de bacterias y
del 90 % de arqueas.3!

El sistema CRISPR-Cas se divide en dos clases, las
cuales se basan en la variacion estructural de los genes
Cas y su estilo de organizacién.” La clase 1 consiste de
complejos efectores multiproteicos, mientras que la
clase 2 consiste de solo una proteina efectora. En total,
se han reportado seis tipos de CRISPR-Cas y al menos 29
subtipos,® y la lista se expande rdpidamente. El subtipo
mas frecuentemente usado es el sistema CRISPR-Cas9
tipo II, el cual depende de una sola proteina Cas de
Streptococcus pyogenes (SpCas9). Esta proteina se dirige a
las secuencias de ADN de interés, por lo que se convierte
en una herramienta de edicién de genomas atractiva. 3
Mecanicamente, el sistema CRISPR-Cas9 consta de dos
componentes; 1- un ARN guia monocatenario (ARNg) y
2- una endonucleasa Cas9. E1 ARNg usualmente consta
de una secuencia tUnica de 20 pares de bases (pb) que
esta disenada para unirse al sitio de ADN de interés de
una manera especifica de la secuencia. Una vez realizado
el corte de la doble hebra de ADN, se desencadenan
las vias de reparacion del ADN celular, tal como la
reparacion homologa dirigida (HDR),* y es por este
medio que se pueden realizar modificaciones gendmicas
especificas, incluida la introduccion de pequenas
inserciones y deleciones, o el cambio de un nucleétido
por otro.* (Figura 1) Este tipo de ediciéon del genoma se
puede lograr in vitro o in vivo mediante la entrega de la
maquinaria de edicién in situ, que se encarga de eliminar,
editar y realizar modificaciones genémicas altamente
especificas.??3°

a) b) HDR DSB )
CRISPR/Cas9 = E

Figura 1. Mecanismo CRISPER/Cas9. a) complejo de edicion
con ARN guia monocatenario (ARNg) con secuencia de 20pb
especifica para union al ADN de interés y una endonucleasa Cas9 b)
Mecanismo de reparaciéon homologa dirigida (HDR) del ADN utiliza
un ADN donante como plantilla para la reparacién ¢) Mecanismo de
reparacion no homéloga 2end-joining” (NHE]) introduce pequenas
deleciones o inserciones en los sitios de ruptura de la doble hebra
del ADN (DSB). Adaptado de: Feng et al., 2020 3'.
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Aplicaciones de la tecnologia CRISPR-Cas9

CRISPR y cdncer

En condiciones normales, las células se reprodu-
cen a medida que el cuerpo las necesita, sin embargo,
cuando hay defectos en los sistemas que controlan o
regulan la division celular, estas inician un crecimiento
descontrolado provocando los tumores. Los mecanismos
celulares y moleculares que estan detrds de esta enfer-
medad aun no son del todo claros, pero es bien conocido
que mutaciones en los oncogenes y los genes supresores
de tumores juegan un papel muy importante en el desa-

rrollo del cancer. Esas mutaciones representan un blanco
para las estrategias de edicion del genoma, donde el uso
de CRISPR-Cas9 permitiria reemplazar las mutaciones
malignas con secuencias de ADN normales.*

La tecnologia CRISPR-Cas9 ha demostrado un
beneficio terapéutico contra el cancer al reparar genes
supresores de tumores inactivados en células cancerige-
nas.? (Cuadro 2) Adicionalmente, este tipo de estrategia
de reactivacién ha permitido establecer con detalle los
modelos de la progresién tumoral,*’ ayudando a com-
prender los mecanismos de actividad tumoral.

Cuadro 2. Casos y efectos reportados de edicion genética con CRISPR-Cas en blancos de accion especificos

crénica y cirrosis hepatica

ADNccc de VHB

Aplicacion Blanco de Funcién normal Estrategia de Efecto obtenido Ref.
accion Edicién Genética
Gen que detiene Reactivacion del gen mediante Inhibicién de vias cancerigenas 35
PTEN imi i4
crecimiento tumoral reparacion Restablece comportamiento celular normal 36
” Gen que promueve Eliminacion del gen Aumenta sensibilidad al cisplatino 0
NRF. imioresistenci 3
quimioresistencia Aumenta sensibilidad al carboplatino
Gen que promueve Eliminacion del gen Aumenta sensibilidad al cisplatino
Cancer SKAS3 quimioresistencia . . . 39
en células de cancer de laringe
Gen que genera division Eliminaci6n del gen Restauracion del gen supresor de tumores TP53
AURKB celular en lineas de Cancer Aumenta sensibilidad al cisplatino y al paclitaxel 41
Pulmonar
Gen que promueve Eliminacion del gen Disminuye sensibilidad a cisplatino en lineas
ERCCI quimioresistencia . . 42
celulares de cancer de pulmén
Complejo proteico que Doble inactivacion genética Conservan capacidad de formar estructuras
MHCII prefenta pepEldos = vasculares sin activar células T CD4+ alogénicas 44
antigenos ex6genos a
linfocitos T CD4+ Relevante en injertos y trasplante de corazén
Cardiovascular
Gen importante para Reparacion de la delecién en embriones  Correccion de la mutacién
MYBCP3 correcto desarrollo y I s . 46
< . Alta eficiencia y precision de la correccion
funcién ventricular
Gen que genera una Trasplante de iPSCs y progenitoras Recuperacién de funcién normal de
Enfermedacl'e's BB ;1;1:11;11?2& ri;)rmadora de Iézrsr;atopoyetlcas corregidas con CRISPR- hemoglobina y obtencién de material aptopara 571
hematopoyéticas 8 . i
tratamiento de trasplante de células
Virus que genera el Escisién de molécula reportera en Tasa del 95% Confirmacién de presencia del
SARS-COV-2 Sindrome Respiratorio ) presencia de coronavirus virus con 0% margen de error de falsos positivos 68
agudo severo de coronavirus
(COVID-19)
Retrovirus con blanco a Escision de repeticiones terminales Evidencias de eficiencia en tratamiento en
Infecciones virales Genoma VIH células T CD4+ Desarrolla largas en YIH, asi como '1’nducc1on modeloslanimales y capacidad de inducie 70-72
el SIDA de mutacion o eliminacién de genes
internos del VIH inmunizacién intracelular a la infeccion por VIH
Virus de ADN ataca células  Induccién de mutaciones en regiones Reduccién de hasta 10 veces en niveles de 77,80-82
Genoma VHB  hepaticas. Causa infeccion ~ conservadas del ADN viral
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Por otra parte, la resistencia de las células cance-
rosas a los farmacos quimioterapéuticos también ha sido
un obstaculo importante para el tratamiento de esta en-
fermedad. El mecanismo principal de la quimiorresisten-
cia es la desregulacion de genes relacionados con este
proceso.*' Por lo tanto, la identificacion de estos genes
y la modulaciéon de sus niveles de expresion o funciones,
son clave para la eliminacién de las células cancerosas
quimiorresistentes. Experimentos que han involucrado
la eliminacion de genes mediados por CRISPR/Cas9 han
identificado cudles eliminaciones aumentan o disminu-
yen la sensibilidad a agentes como el cisplatino y al car-
boplatino.** (Cuadro 2) De esta forma se puede apreciar
que el uso de la tecnologia CRISPR/Cas9 permite identi-
ficar y validar genes quimiorresistentes relevantes en el
tratamiento clinico del cancer.’® En un futuro se espera
que la tecnologia CRISPR-Cas9 ayude a establecer mode-
los de cancer precisos, promoviendo significativamente
la investigacién gendmica funcional del cancer y facili-
tando el avance de las terapias contra el cancer.

Enfermedad cardiovascular (ECV)

Las ECVs se han transformado en un gran problema
para la salud humana, pues se han convertido en la prin-
cipal causa de muerte en muchos paises industrializados.
Se han identificado diferentes tipos de ECV, los cuales se
asocian, generalmente, con una tinica mutacioén genética
0 una combinacién de mutaciones hereditarias raras.* En
general, la mayoria de los tratamientos clinicos se centran
en el alivio de los sintomas de la enfermedad sin abordar
posibles defectos genéticos. Actualmente, con la ayuda de
las tecnologias de edicion del genoma, se han creado va-
rios modelos de investigacion de enfermedades cardiovas-
culares que permiten aproximaciones muy prometedoras
para aplicar la tecnologia en el campo de la bioingenie-
ria de aloinjertos, incluidos los trasplantes de corazén®,
asi como la implementacién de la técnica en embriones
humanos para la correccion genética de genes, cuya al-
teracion estd asociada al desarrollo de miocardiopatia hi-
pertrofica?’, caracterizada por presentar hipertrofia ven-
tricular y relajacion miocardica anormal que conduce a
arritmias e insuficiencia cardiaca diastolica.*® (Cuadro 2).

CRISPR y su aplicacién en enfermedades genéticas
y neurodegenerativas

En las dltimas décadas se ha logrado identificar
mas facilmente las mutaciones y variantes genéticas
asociadas o responsables de enfermedades en humanos
(enfermedades genéticas). Sin embargo, estas enferme-
dades permanecen sin un tratamiento efectivo, esto a
pesar del gran conocimiento que se ha adquirido sobre
estas enfermedades en multiples investigaciones. Esto
indica que se requiere el desarrollo de nuevas y mejores
metodologias para perfeccionar las dianas terapéuticas.
No obstante, a medida que los métodos de deteccién de

genes han progresado, se ha vuelto cada vez mas claro
que el gen que causa la enfermedad es el objetivo tera-
péutico ideal, incluso cuando no se comprenden comple-
tamente sus funciones bioldgicas. Los notables avances y
el perfeccionamiento en la tecnologia CRISPR-Cas9 (de
aplicacion protectora y terapéutica), la han convertido
en una herramienta mads eficiente y versatil.* Hasta la
fecha, CRISPR-Cas9 ha sido ampliamente utilizada en
enfermedades genéticas, incluyendo, la distrofia mus-
cular de Duchenne,* la deficiencia de ol-antitripsina,!
la hemofilia,* la pérdida de audicion,> las enfermedades
hematopoyéticas,**> y en varias enfermedades neurode-
generativas (EN), tales como la enfermedad de Huntin-
gton (EH), Parkinson (EP), Alzheimer (EA), la distrofia
miotodnica (DM),**%" entre otras.

La B-talasemia y la enfermedad de células falcifor-
mes (ECF) (ejemplos de enfermedades hematopoyéticas)
son enfermedades causadas por mutaciones puntuales
heredadas o pequenas deleciones del gen de la de la B-glo-
bina humana (HBB)* que generan que los portadores de
las deleciones no produzcan suficiente p-hemoglobina
funcional o que produzcan una hemoglobina anormal
con un consecuente mal funcionamiento de los eritro-
citos.’® Estudios recientes muestran que la aplicacién de
terapia con trasplante de células madre y progenitoras
hematopoyéticas, previamente corregidas con técnicas
basadas en CRISPR-Cas9,*° permiten la recuperacién
de la funcién normal de la hemoglobina, lo que genera-
ria una rica fuente de células para trasplante®!-%3, sobre
todo considerando que, en varios estudios, este tipo de
correcciones se han realizado con éxito en células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs) derivadas de pacientes y
sin dejar ninguna huella residual.**%> (Cuadro 2)

Con respecto a las enfermedades hereditarias
neurodegenerativas (y otras enfermedades hereditarias),
debido a que muchas de estas son causadas por
mutaciones en genes Unicos o se han descrito pocas
variantes génicas asociadas con una enfermedad
particular, la correccién de esa mutacién en principio
representaria la reversion funcional del gen danado.
La tecnologia de edicién de genes CRISPR-Cas9 tiene la
posibilidad de suprimir o reparar permanentemente las
mutaciones que causan estas enfermedades, superando
potencialmente las limitaciones de otras metodologias.®
Las enfermedades neurodegenerativas tienen algunos
rasgos en comun, tales comola degeneracion dependiente
de la edad, son progresivas e incapacitantes, ademas de
agregados proteicos en el nudcleo/citoplasma en varios
tipos de células del tejido nervioso. En estos momentos
se estd aplicando la tecnologia CRISPR-Cas9 en modelos
animales y celulares para realizar este tipo de correccién/
edicién en los genes danados. El objetivo final de la
aplicacion de estas técnicas seria la de proporcionar
tratamientos eficaces contra enfermedades genéticas
humanas que antes se consideraban incurables.®’
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Deteccion de SARS-CoV-2

En diciembre de 2019 inici6 un brote de la
enfermedad conocida como sindrome respiratorio
agudo severo de coronavirus (COVID-19) en Wuhan,
China. La enfermedad es causada por la infeccién con el
virus SARS-CoV-2, el cual se propagé rapidamente para
producir una pandemia global, generando una necesidad
de pruebas eficientes para la deteccion de la enfermedad.

Los procedimientos tradicionales y actuales que se
usan para la deteccién del SARS-CoV2, como laPCR o la
RT-gPCR necesitan un equipo grande y caro. Este analisis
consume mas tiempo y requiere mas trabajo, ademas de
aumentar la tasa de contaminaciéon cuando se abre el
tubo amplificado. Mediante el uso de CRISPR-Cas12, ha
sido posible realizar la deteccion efectiva y eficiente de
SARS-CoV-2 a partir de extractos de ARN recolectados
usando un hisopado respiratorio, donde se detectan
secuencias predefinidas de coronavirus por Casl2, esto
lleva a cortar la molécula reportera, confirmando la
deteccion del virus con una tasa del 95 % y con margen
de error de falsos positivos de 0 %% (Cuadro 2).

CRISPR y el tratamiento de infecciones virales

Es bien conocido que el tratamiento efectivo de las
infecciones virales es uno de los principales desafios en el
campo de la salud. A pesar del gran avance de los dltimos
anos, todavia se estd realizando una investigacion
exhaustiva para encontrar estrategias terapéuticas
efectivas para el tratamiento de algunas infecciones
virales, incluido el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) y algunos tipos de virus de la hepatitis. Después
de identificar la eficacia de CRISPR-Cas9 en la edicion
de genes en células eucariotas, se ha visto que también
podria usarse para tratar infecciones virales humanas. Al
respecto, se han realizado estudios muy interesantes con
progresos prometedores.®

CRISPR-Cas9 y VIH

El VIH pertenece a la familia de los retrovirus, el
cual tiene a las células TCD4+ como blanco principal.
Y desarrolla la enfermedad conocida como sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) que debilita
significativamente el sistema inmune de la persona,
volviéndola susceptible a infecciones vy canceres
oportunistas que pueden generar su muerte.®® El SIDA
sigue siendo un desafio para la salud humana a pesar de
los avances en el tratamiento/control y al uso actual de
la terapia antirretroviral (HAART).” La infeccién por VIH
comprende dos fases: 1- infeccién activa y 2- infeccion
latente. Ambas fases ocurren al mismo tiempo un huésped
infectado.Enlafase activa, el virus se replica activamente e
infecta a las células, provocando la aparicion de sintomas.
Por otra parte, en la fase latente, las nuevas particulas
virales no se generan activamente, pero el genoma viral

permanece integrado en el ADN de la célula huésped, y
cuando estas células experimentan reactivacion, pueden
producir nuevas particulas virales.” Debido a que la terapia
antirretroviral no tiene ningtn efecto sobre la infeccién
latente,” esta fase se ha convertido en un reto para el
tratamiento efectivo de esta enfermedad, sin embargo,
se ha demostrado, en lineas celulares Jurkat, que la
edicién con CRISPR-Cas9 puede superar esta limitacion al
escindir el genoma viral, induciendo mutaciones o incluso
la eliminacion de genes del VIH integrados al genoma de
la célula huésped.” Ademas, modelos animales in vivo
han demostrado la capacidad del sistema CRISPR-Cas9
para ayudar en el tratamiento de la infeccién,’ asi como
su capacidad para inducir inmunizacién intracelular’
(Cuadro 2), aunque atn existen limitaciones para la
aplicacion eficaz del tratamiento, ya que el virus puede
escapar al proceso de edicion.

CRISPR-Cas9 y virus de la hepatitis

La hepatitis es una inflamacién del higado que
puede llevar a estados crénicos como cirrosis o cancer
de higado. La causa mas importante de hepatitis son
las infecciones virales causadas por los virus de la
hepatitis B (VHB) y C (VHC).*®® El VHB es un virus de
ADN que tiene un genoma pequeno.’® Después de la
entrada a los hepatocitos, el genoma del virus se libera
y es transportado al nudcleo, donde su ADN circular se
convierte en ADN circular covalente cerrado (ADNccc), el
cual puede integrarse en el genoma de la célula huésped.”
En la actualidad, existen dos estrategias terapéuticas
principales para el tratamiento de la infeccién por VHB,
incluidos los inhibidores de la retrotranscripcion (RT) y el
interferén-o (IFN-a). Aunque estos procedimientos han
mostrado beneficios en el tratamiento de la infeccion
por VHB, también han mostrado algunas limitaciones,
como los efectos secundarios y la incapacidad de
eliminar el ADNccc, causa principal de infeccion crénica
y resistencia viral.’®™

Losestudiosinvitromuestranque,alatacarregiones
conservadas del genoma del VHB mediante la induccién
de mutaciones en el ADNccc por CRISPR-Cas9, se puede
reducir significativamente los niveles del ADNccc de
VHB hasta ~ 10 veces,%-%* (Cuadro 2) demostrando que
el sistema CRISPR-Cas9 se puede aplicar al tratamiento
del VHB, aumentando las esperanzas de un desempeno
efectivo del método en humanos. Sin embargo, todavia
quedan obstaculos por superar.®®

Desafios y perspectivas futuras de la tecnologia de
edicion de genomas

Aunque el sistema CRISPR-Cas9 ha atraido una
enorme atencion por su potencial uso en el tratamiento de
patologias humanas, quedan muchas variables a mejorar
para aumentar su eficacia, especialmente si se va a utilizar

ISSN 0001-6012 « eISSN 2215-5856 / Acta méd. costarric. 2023 / julio-setiembre; 65 (3): 1-11 7



Aplicaciones clinicas de CRISPR-Cas

en terapia génica humana. Estos retos incluyen los efectos
off-target, la eficiencia de edicion, la aptitud de las células
editadas, respuesta inmune y métodos de entrega. 8455

Primero, los efectos off-target refieren a que la
tecnologia CRISPR-Cas9 puede generar, con relativa
frecuencia, modificaciones en ubicaciones gendmicas
no deseadas, lo que puede conducir potencialmente a
mutaciones no deseadas y a toxicidad celular.’® Asi, se
hace necesario realizar mas investigacién para disminuir la
frecuencia de eventos off-target y mantener la especificidad
de CRISPR-Cas9 en el futuro. El segundo reto es la eficiencia
de la edicion, ya que la eficiencia de la reparacién de DSB
mediada por NHE] y HDR varia claramente en diferentes
tipos y estados celulares, ademds de que pueden generar
inserciones o deleciones en el sitio de corte. Las mejoras
en la eficiencia de la edicién con la reduccion de los efectos
off-target son esenciales para lograr una mejor eficacia
terapéutica general.® El tercer reto consiste en la aptitud
de las células editadas.? Si las células editadas poseen una
mayor capacidad de proliferacién o muestran una mayor
adaptabilidad que las células no editadas, esto facilitara que
el producto editado alcance el umbral terapéutico necesario
para que el tratamiento tenga éxito. Por el contrario, si
la eficiencia de la edicion es baja o la adaptabilidad de
las células editadas es escasa en comparacioén con las no
editadas, el resultado terapéutico no seria el éptimo. El
cuarto reto es la respuesta inmune provocada por la propia
proteina Cas9. Esto se debe probablemente a la presencia de
ciertos péptidos en Cas9 que pueden actuar como epitopos
de unién al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH).
Es imperativo tener en cuenta que, al ser Cas9 una proteina
de origen bacteriano, es de esperar que tenga efectos
inmunogénicos inherentes en los mamiferos, y esto podria
desestabilizar el sistema inmune del hospedero.® Por
ultimo, otro reto importante observado en estrategias de
edicién/tratamiento en cancer, es la eficacia de la entrega
de los componentes CRISPR-Cas9 especificos de la célula
diana. En la actualidad, el portador mas utilizado para
entregar los componentes CRISPR-Cas9 son vectores
virales, como el adenovirus (AAV).}” A pesar de tener
muchas ventajas, tales como bajo riesgo de carcinogénesis,
la baja inmunogenicidad, asi como la especificidad de la
célula diana asociada al serotipo, todavia quedan aspectos
por mejorar para aumentar la eficiencia de la entrega,
como, por ejemplo, el tamano del ADN insertado en el virus
es limitado.®%

No es objetivo de esta revisiéon ahondar en los
temas éticos asociados con la tecnologia; sin embargo,
resulta relevante recordar que el sistema CRISPR/Cas9
para la edicién de genes no estd exento de este tipo
de retos. Si bien es cierto, las aplicaciones clinicas en
células somadticas adultas (donde la edicién genética
no se heredara a futuros hijos) son mayoritariamente
aceptadas y vistas de forma favorable, también es cierto

que existen muchas preocupaciones sobre el uso de esta
tecnologia, con fines mds alld de la investigacion, a nivel
de células germinales (donde la ediciéon genética si se
podria heredar a las siguientes descendencias) y se temen
casos, en contra de las posturas éticas, que conlleven
nacimientos de ninos “mejorados” con caracteristicas
genéticas editadas, tal como el caso comunicado por
He Jiankui sobre el supuesto nacimiento de gemelas
editas para tener resistencia a la infecciéon por VIH,
caso que deja entrever la necesidad imperativa de que
cualquier investigacion y aplicacién de esta tecnologia
sea regulada y rigurosamente vigilada con el fin de
garantizar un correcto uso de la misma en aplicaciones
clinicas relevantes y bajo fuertes estdndares éticos.?

Como ya se ha comentado, para que el sistema de
edicién genética CRISPR sea eficiente, eficaz y pueda
ser utilizado en la salud humana con la seguridad
y rigurosidad requerida y necesaria, todavia debe
responder y resolver diversos problemas u obstaculos,
algunos mencionados anteriormente, no sin mencionar
las preocupaciones éticas al respecto, que van en
aumento gracias a los crecientes avances de esta
tecnologia y de las ciencias relacionadas. Pero a pesar de
todas estas limitaciones, la tecnologia asociada a CRISPR
esta transformando tanto la investigaciéon como las areas
terapéuticas, esto al volverse la herramienta mas versatil
y poderosa de este siglo XXI, lo que se transformara en
poco tiempo en un avance significativo del conocimiento
cientifico.® CRISPR es relativamente aplicable y ha
demostrado que puede corregir mutaciones que se
asocian a diferentes enfermedades, como la talasemia
y enfermedades neurodegenerativas; pero también ha
proveido resultados prometedores en el tratamiento de
enfermedades letales como el SIDA y el cancer, indicando
que la erradicacion de diversas patologias humanas no
estd muy lejos de ocurrir a través del sistema CRISPR.
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