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INTRODUCCION

En la actualidad existen un sinfin de
padecimientos que carecen de un tratamiento
eficaz, asi como enfermedades altamente
resistentes a la Unica linea de tratamiento
disponible, por lo que es necesaria la busqueda de
nuevos enfoques tanto terapéuticos como
diagndsticos. Desde que se obtuvo la secuencia
del genoma humano, se han visualizado multiples
usos y aplicaciones, pero principalmente se ha
sofiado con su madificacion, lo que ha impulsado
el desarrollo de diversas técnicas y campos de
investigacion. Una de esas investigaciones llevo al
descubrimiento de un mecanismo de defensa
adaptativo bacteriano dentro del Streptococcus
pyogenes, el cual consiste en una matriz de
repeticiones palindrdmicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas (CRISPR). Esta es
una secuencia dentro del acido desoxirribonucleico
(ADN) bacteriano con secuencias cortas Yy
repetidas en intervalos entre los cuales se
encuentran fragmentos de ADN pertenecientes a
un virus invasor, dichas secuencias pueden leerse
en ambas direcciones y se encuentran asociadas a
una proteina nucleasa llamada CAS 9.% 2

Este sistema actla mediante tres etapas:
Adaptacion, biogénesis del acido ribonucleico
(ARN) CRISPR e interferencia. Durante Ila
adaptacién se inserta un espaciador que proviene
del material genético de un virus invasor dando
lugar a la biogénesis de ARN CRISPR, donde la
matriz CRISPR se transcribe como acido
ribonucleico de CRISPR (crARN), proceso que tiene
como resultado la cadena de ARN que guiara a la
proteina CAS hacia su cadena complementaria; es
decir, a la secuencia del ADN invadido. Por Ultimo,
ocurre la interferencia en donde el crARN unido a
la proteina CAS 9 reconocera las secuencias
invasoras y se hara un corte para separarlas del
ADN bacteriano. *

Para que el sistema sea llevado a una
célula diana, se requiere de un vehiculo. Estos
vehiculos pueden ser virales o fisicos; como
adenovirus y lentivirus modificados e inactivados,
pero con el potencial de integrar el sistema sin
generar una infeccién. Entre los vehiculos fisicos
se  encuentran: la  electroporacion, las
microinyecciones y de manera mas reciente la
lipofeccién, que presenta una eficacia muy
prometedora por el uso de nanotecnologia. 2

Al comprender la funcidon de este
mecanismo se ha buscado su implementacién en
el tratamiento de diversos padecimientos. Sin
embargo, diversos autores han manifestado
controversias en cuanto a su bioseguridad, por lo
que se han desarrollado variantes metodoldgicas
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que favorecen a la especificidad y estabilidad del
procedimiento al inducir determinadas vias de
reparacion celular posterior a la utilizaciéon de la
técnica. Asi, se ha concluido que CRISPR/ CAS 9
representa una herramienta para modificar el ADN
gendmico de una manera segura, precisa Y
controlada. * %%

La presente revision pretende difundir el
conocimiento actual de la técnica innovadora
CRISPR/ CAS 9 y su aplicacion terapéutica en
relacion a las neoplasias malignas mas prevalentes
a nivel global como cancer de mama, pulmonar,
colorrectal y hepatocarcinoma. También, se
brindara informacién sobre su implementacién en
diferentes entidades patoldgicas de -etiologias
genéticas como las B-hemoglobinopatias y las
distrofias musculares. A pesar de sus limitaciones
actuales 'y controversias  bioéticas, dicha
innovacion posee un potencial cautivador, sobre
todo para aquellos investigadores en el ambito
genético y molecular.

DESARROLLO

En 2020, segun datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se registraron un total
de 19,292,789 nuevos casos de cancer, donde el
cancer de mama (CA de mama) encabeza la lista
con una incidencia del 11.72%, seguido por el
cancer de pulmén (CP) con 11.4%, cancer
colorrectal (CCR) correspondiente a un 10% vy
finalmente, el hepatocarcinoma (HCC) con un
4.69%. En México, las principales causas de
mortalidad asociadas a neoplasias se enlistan de la
siguiente manera: CA de mama (8.79%), CCR
(8.6%), HCC (7.95%) y CP (7.87%). &7

Dentro de la terapéutica convencional
para el cancer, se abarca desde la cirugia hasta el
trasplante de células madre; sin embargo, se sigue
innovando en este ambito con el objetivo de
proporcionar alternativas menos invasivas y mas
efectivas. Dentro de los principales avances, se
encuentran los nanoportadores y la terapia
molecular dirigida. Los primeros han tenido
relevancia en el carcinoma hepatocelular
avanzado, al ser sistemas capaces de transportar
agentes dirigidos a los hepatocitos modificados. La
terapia molecular dirigida hace referencia al uso de
farmacos u otras sustancias que inciden en
moléculas especificas para bloguear el crecimiento
y propagacion de células tumorales; un ejemplo
relevante es el tratamiento para cancer pulmonar
con Erlotinib, aprobado por la Food and Drug
Administration de los Estados Unidos. & 1

No obstante, CRISPR/ CAS 9 brinda un
nuevo enfoque desde la perspectiva genética para
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explorar terapias orientadas a los diferentes tipos
de cancer; tal es el caso del CA de mama, en el
cual se ha identificado la expresion del receptor de
estrégeno (ER) y/o receptor epidérmico humano 2
del factor de crecimiento (HER2); debido a esto,
multiples esquemas terapéuticos han
implementado  tratamientos endocrinos que
comunmente presentan resistencia. Asi pues,
CRISPR/ CAS 9 representa una alternativa al
incurrir en la funcion de dichos oncogenes
inactivandolos a través de la intercepcion de los
dominios funcionales de HER2 y ER. /113

De la misma forma, otro tipo de
resistencia al tratamiento de las células de CA de
mama ocurre al presentarse una exposicion
constante a agentes  quimioterapéuticos.
Afortunadamente, se han identificado los
mecanismos que ocasionan dicha falla terapéutica,
como la aberracién de transportadores ABC en el
caso de la glicoproteina P sintetizada a partir del
gen MDR1l. Yinnan y Yanmin en 2018
experimentaron con doxorrubicina mediante Ila
técnica CRISPR/ CAS 9 dirigida al gen MDR1,
obteniendo como resultado una mejoria en la
respuesta a dicho farmaco.

Por otro lado, en el CP la lobectomia
pulmonar es la primera opcion terapéutica, por lo
que la innovacion en este campo ha sido un tema
de gran atencion dentro del gremio médico. En
2016, la revista Nature publico la primera
intervenciéon  de  linfocitos ~ genéticamente
modificados en un paciente con CP realizada por
un grupo de investigadores de la Universidad de
Sichuan en China. Dicha estrategia terapéutica
tenia el objetivo de promover la respuesta inmune
para eliminar las células neoplasicas, pues la
inactivacion del gen que codifica la proteina de
muerte celular programada 1 (PD-1, por sus siglas
en inglés) de los linfocitos mediante la tecnologia
CRISPR/ CAS 9 tuvo como consecuencia la
activacion de las células T para reconocer las
células tumorales, ralentizando asi la progresion
del cancer. 15

Una revisidon de la literatura dirigida por
Markeshaw y cols. (2021), menciona la
implementacion de CRISPR asociado a un ARN
guia acompaiiado de la proteina CAS 9, con el
objetivo de buscar la secuencia del receptor de
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) mutado,
para que CAS 9 escinda el ADN inhibiendo a EGFR,
lo que incrementd la expresion del complejo mayor
de histocompatibilidad clase I; mejorando asi la
identificacion de las células tumorales por los
linfocitos citotoxicos y propiciando su muerte
celular. ?
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Otra entidad patoldgica notable es el
CCR, cuya etiologia es multifactorial al involucrar
estilo de vida, obesidad y factores tanto genéticos
como epigenéticos. Takeda y cols. (2019)
evidenciaron genes candidatos de CCR en los que
se incluian: Acvr2a, Acvrlb, Ror2, Spen y Arid2.
Dichos genes fueron editados por CRISPR/ CAS 9 e
insertados en los enterocitos de modelos murinos,
permitiendo su identificacion como supresores
tumorales que juegan un papel importante en la
metastasis de células neoplasicas mutadas con
Trp53 y aquellas con mutacion en el receptor de
activina 'y TGF-B (factor de crecimiento
transformante B) que, sinérgicamente, promueven
la génesis tumoral. De este modo, la restauracion
0 ganancia de funcién de los genes supresores
tumorales afectados en CCR representa una

estrategia terapéutica con un prospecto favorable.
16, 17, 18, 19

Otro factor genético involucrado en la
patogenia y metastasis tumoral de CCR es la
proteina similar de particion defectuosa 3 (Par3L),
que compromete la mitosis celular asimétrica
interfiriendo en la autorrenovacién de la progenie
celular. Se ha observado una relacion entre la
hiperexpresion de Par3L y etapas avanzadas de
cancer, metastasis y tumores de gran tamario en el
CCR. Li y cols. (2017) usaron el sistema CRISPR/
CAS 9 con el objetivo de investigar la funcion de
Par3L en células de CCR al disminuir su expresion;
obteniendo como resultado una regulacién en la
proliferacion  celular por la induccidon de
apoptosis.?® 2

A pesar de que las mutaciones genéticas
representan un factor etioldgico predisponente
para el desarrollo de CCR, también se ha
confirmado que los receptores hepatocelulares
productores de eritropoyetina (EPH); los cuales se
detectan en diferentes tipos de cancer; juegan un
papel importante en la oncogénesis. No obstante,
la informacién disponible sobre la funcién
reguladora de EPHA 1 relacionada con CCR, se ha
vinculado con la carcinogénesis y propuesto como
un nuevo blanco farmacolégico. Wu y cols. (2016)
emplearon CRISPR/ CAS 9 para investigar el rol de
EPHA 1 en la proliferacién, migracion e invasion
celular a otros tejidos (en este caso células del
ano) en CCR al disminuir su expresién en la linea
celular de adenocarcinoma HRT 18.
Posteriormente, se verific la delecion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa confirmando
niveles reducidos de EPHA 1 en las células HRT.
Dichas células aumentaron su capacidad de
adhesion y propagacion en contraste con células
control, representando una controversia con la
literatura previa al estudio, por lo que se hipotetiza
que EPHA 1 tiene funciones diferentes
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dependiendo del tipo celular donde se encuentre
expresada. %

Por otra parte, se han iniciado lineas de
investigacion ligadas a CRISPR/ CAS 9 en el HCC
donde Zhang y cols. (2019) utilizaron un modelo
de ratdn con xenoinjerto para estudiar la accion de
CRISPR/ CAS 9 sobre el dominio SET de unién al
receptor nuclear (NSD1), los cuales son
metiltransferasas que suelen encontrarse sobre
expresadas en distintos tipos de cancer, dando
como resultado la inhibicién de la proliferacion,
migracion e invasion celular de HCC in vitro e in
vivo. %

En cambio, Jingcai y cols. (2018) basaron
su investigacion en el receptor nuclear coactivador
(NCOA5), que modula la transcripcion del receptor
de estrogeno alfa o ER-a, con actividad en la
tumorigénesis y en el prondstico de diferentes
tipos de cancer. En este estudio se empled
CRISPR/ CAS 9 en dos lineas celulares de HCC
para eliminar NCOAS5; donde se descubrié que su
inactivacién  inhibe la  proliferacion  celular,
formacion de microesferas tumorales y la
migracion en las células de HCC. Ademas, se
observd que la eliminacion de NCOA5 suprimid la
transicion epitelial mesenquimal de las células,
provocando una proliferacion y migracion celular
deteriorada. *

En otro modelo experimental se empled
una variante de CAS 9 desactivada cataliticamente
(dCas9) con el fin de evitar rupturas del ADN
gendmico, las cuales tenian como blanco el gen de
la granulina en el extremo C terminal con 3
supresores de genes: DNMT3a (DNA
metiltransferasa), EZH2 (hitona 3 lisina 27
metiltransferasa) y KRAB (el dominio de represion
transcripcional de Kriiper). La granulina es un
mitégeno pluripotencial y factor de crecimiento
que promueve la progresion del cancer al
mantener la capacidad regeneradora de los
hepatocitos modificados, por lo que su eliminacion
provocd un decremento en la abundancia de
células Hep3B (cancerosas). *°

CRISPR/ CAS 9 y otras patologias

Las patologias genéticas siempre han sido
las mas retadoras para el gremio médico; dentro de
este campo destacan las B-hemoglobinopatias,
principalmente la anemia de células falciformes y la
B-talasemia; que son las enfermedades monogénicas
mas comunes con una incidencia anual de
aproximadamente 330,000 recién nacidos, de los
cuales el 83% son diagnosticados con anemia
falciforme y un 17% con B-talasemia a nivel global.
Estudios recientes por Frangoul y cols. (2021)
describen la implementacion de CRISPR/ CAS 9 en
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dos pacientes: el primero con diagnostico de
B-talasemia y el segundo con anemia de células
falciformes. Utilizaron una terapia autdloga de
edicién génica conocida como CTX001, la cual es una
terapia en investigacion que utiliza el CRISPR/ CAS 9
en células madre y progenitoras hematopoyéticas
CD34+ que fueron editadas para reactivar la
produccion de hemoglobina fetal. Después del
procedimiento, ambos pacientes obtuvieron como
resultado aumentos acelerados, sustanciales vy
sostenidos en los niveles de hemoglobina fetal con
mas del 99% de pancelularidad dentro de un periodo
de 12 meses.? ¥

Entre otras series de enfermedades de
origen hereditario sobresalen las distrofias
musculares, que presentan pérdida de masa y
debilidad muscular progresiva que llega a
comprometer la musculatura de los sistemas
respiratorio, cardiaco y nervioso. Dentro de las
distrofinopatias, las dos mas comunes son la
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) y la de
Becker (BMD) que poseen una etiopatogenia
similar, ya que ambas presentan una alteracion en
el gen de la proteina distrofina o gen DMD, que
cumple con funciones importantes como el
mantenimiento de la membrana plasmatica de los
rabdomiocitos y la estabilizacion de la glicoproteina
distrofina. Por consiguiente, la ausencia de dicha
proteina estructural conduce al dafio y muerte
celular de fibras musculares, provocando una
degeneracion progresiva y una acumulacion
fibroadipogénica dentro del masculo. % %

Las lineas de investigacidn con el sistema
CRISPR/ CAS 9 en relacion a las distrofias, dirigen
su blsqueda a la supresion de |la
mutacion-delecion en los genes implicados en
dichos desoérdenes con el fin de restaurar el marco
de lectura de los elementos faltantes. Las
investigaciones  recientes reportan  estudios
asociados con los vectores de  virus
adenoasociados AAV (serotipo 8 o 9) para
administrar los componentes de la técnica in vivo,
ya sea por via intramuscular, intraperitoneal o
intravenosa a fin de eliminar el exén mutado 23
del gen DMD en el genoma de ratones. Dichos
estudios confirmaron la restauracion de la proteina
afectada después de la intervencion con CRISPR
mediante técnicas de Inmunotincién y Western
Blot. 303

Por otro lado, el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) ha consternado
a la humanidad por varios afios y su tratamiento
se limita al control de la enfermedad. Uno de estos
tratamientos es denominado “despertar y golpear”
(shock and kill) y consiste en la reactivacion de los
reservorios virales latentes del VIH-1 a través de
Agentes Reactivadores de la Latencia (LRA, por
sus siglas en inglés) y posteriormente la induccion
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de apoptosis en células infectadas a través de un
antirretroviral junto con la acciéon del sistema
inmunoldgico del individuo. Desde el 2013 se
iniciaron investigaciones con el sistema CRISPR/
CAS 9, aplicandolo con éxito para suprimir la
expresion de genes del VIH-1 en lineas celulares
Jurkat, las cuales permitieron explorar si los
tratamientos analizados eran capaces de ejercer
un efecto, dirigiéndose a la repeticion terminal
larga del VIH-1. 3

Por otra parte, en el afo 2018, el
cientifico He Jiankui anuncié el nacimiento de dos
gemelas genéticamente modificadas, en las que se
elimind el gen CCR5 (C-C quimiocina receptora de
tipo 5) con el propdsito de crear resistencia al VIH,
viruela y cdlera. El CCR5 es un co-receptor
indispensable en el proceso de infeccién por VIH,
pues ayuda a fusionar su membrana con las
células huésped (células dendriticas y linfocitos T
CD4+) e introducir su material genético; sin
embargo, este suceso causo gran motin debido a
las inconformidades éticas. *

Asimismo, las lineas de investigacion con
CRISPR/ CAS 9, se han enfocado en innovar los
tratamientos disponibles para la leucemia; la cual
cursa con una alteracién en el ciclo celular junto a
una diferenciacion aberrante de células madre
mieloides que puede manifestarse en pacientes
con alguna alteraciéon hematoldgica o bien de
manera espontanea. En 2020, la OMS registrd una
prevalencia de leucemia del 72.5% en la poblacién
mexicana con una incidencia del 69.9% vy una
mortalidad del 68.5%. 3% 3 3637

Dentro de las lineas de investigacion, se
han logrado reconocer genes indispensables para
la patogenia de la Leucemia Mieloide Aguda, entre
los que destaca el gen de la enzima eliminadora
de ARNm (DCPS, por sus siglas en inglés) que ha
permitido establecer un nuevo esquema de
tratamiento al aplicar el inhibidor DCPS RG3039;
utilizado para el tratamiento de la atrofia
muscular;  produciendo un retraso en la
multiplicacién de células leucémicas. En un estudio
terapéutico sobre subtipos de leucemia, se habla
especialmente de la Leucemia Linfoblastica Aguda
y se propone la utilizacion de CRISPR/ CAS 9 para
incidir en la unidn anormal de los genes
BCR—ABL1 (codificante de este subtipo), formada
por la proteina p210. La presencia de dichos
genes en células mieloides normales representa
un riesgo de fracaso de la técnica, ya que al
eliminarlos se pueden provocar mudltiples
modificaciones fenotipicas, por lo que se propone
la eliminacion especifica de la proteina de unién
(p210) sin afectar la integridad de los genes. Tan y
cols. (2019) aplicaron esta técnica en modelos
murinos obteniendo un resultado alentador,
especialmente para casos que presentan
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resistencia a los tratamientos convencionales; sin
embargo, este estudio permanece en desarrollo,
pues la técnica de vector lentiviral requiere
optimizaciones para lograr resultados efectivos en
la totalidad de las células afectadas, ya que existe
el riesgo de recidiva por la proliferacion de ciertas
células malignas sobrevivientes posterior a la
intervencion con CRISPR/ CAS 9.3 3

DILEMAS ETICOS EN EL USO DE CRISPR

CRISPR ha sido significativamente
recibida por su utilidad y aplicacion dentro de la
edicion gendmica en tejidos especificos, modelos
animales  (comprension y  estudio de
enfermedades), mutaciones genéticas, estudios
epigenéticos, innovacion de inteligencia artificial,
control y manejo de enfermedades e infecciones,
asi como en el tratamiento de las patologias
anteriormente mencionadas, sin limitarse a
aplicaciones posteriores. De esta manera se piensa
como idea y verdad absoluta que CRISPR es un
método esperanzador por ser una técnica precisa,
especifica y factible por los resultados mayormente
positivos en sus investigaciones. A pesar de dichos
argumentos, CRISPR no ha sido exenta de criticas
en cuanto a dilemas bioéticos, juridicos y sociales
por los principios racionales que trascienden en los
habitos y costumbres de la sociedad, lo que
justifica un amplio debate social. *°

Hoy en dia, dentro de los debates éticos
con mayor impacto se encuentra el uso de CRISPR
en embriones humanos, donde no toma como
punto principal la terapia génica, sino la falta de
claridad sobre el estado del embrion. La
comunidad cientifica argumenta que es éticamente
inconcebible realizar estudios en embriones, ya
que estos no cuentan con un consentimiento
informado para comprender los beneficios vy
riesgos al ser sometidos a una técnica que no esta
completamente desarrollada. Sin embargo, el
Instituto Nacional de Salud fundamenta que la
aplicacion de CRISPR debe tener la perspectiva de
un beneficio directo para el feto y el
consentimiento tanto materno como paterno. **

Asi mismo, se cuestiona la edicion de la
linea germinal, la cual consiste en someter
modificaciones en gametos y embriones con fines
de eugenesia para mejorar las capacidades o
rasgos hereditarios. Esta practica podria tener
como consecuencia la esterilizacion obligatoria y la
propagacion de politicas de discriminacion racial;
ademas de que estas modificaciones persistiran en
proximas generaciones, poniendo como debate y
preocupacion la falta de consentimiento informado
que puede impactar negativamente en personas
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con discapacidad (asociadas a variantes
genéticas), juicios de negligencia de los padres por
decidir la realizacion de edicién gendmica vy
preocupaciones religiosas. El disputar los dilemas
éticos, ventajas y desventajas de la tecnologia
CRISPR, permitira redireccionar su optimizacion y
salvaguardar su desarrollo para una aplicacion
segura en humanos, asi como la innovacién de
métodos en la ingenieria genética. **

CONCLUSION

Tras la revision de diferentes panoramas
patoldgicos en los que es posible utilizar CRISPR/
CAS 9, resalta su implementacion en el area
oncoldgica para el manejo terapéutico de algunas
neoplasias malignas prevalentes a nivel mundial; tal
es el caso del CA de mama, en donde la técnica
incide en HER2 y ER o bien, se dirige al gen MDR1.
Asi mismo, es factible su uso en CP al activar
linfocitos T capaces de reconocer células tumorales y
para inhibir el gen mutado del EGFR. De igual
manera, se describe su utilizacion en CCR
restableciendo la funcion de genes supresores
tumorales y disminuyendo la expresion de Par3L.
Finalmente, se hizo una revision de CRISPR aplicado
en HCC en donde se inhibe su proliferacion y
metastasis, dirigiéndose a NSD1, NCOAS5 vy el gen de
la granulina. Expresado lo anterior, esta técnica
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biomédica representa un futuro prometedor para la
terapéutica en una amplia gama de enfermedades,
confiriendo un panorama genético que sin lugar a
duda sera el arquetipo de las nuevas generaciones
en esquemas de tratamiento. Sin embargo, aln es
necesario que futuras investigaciones se centren en
el desarrollo de vectores bioldgicos y sintéticos para
obtener una eficacia definitiva y brindar una éptima
seguridad y confianza en su implementacion. Si bien,
multiples investigaciones enfocadas en la ejecucion
de la técnica han  arrojado  resultados
esperanzadores, resulta indispensable trabajar en
consensos internacionales para regular su aplicacion,
respondiendo asi a las problematicas bioéticas y
confiriendo una mayor aceptacién e implementacién
de la tecnologia CRISPR/ CAS 9.

Los autores declaran no tener conflicto de
intereses.
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