Universidad de Chile
Vicerrectoria de Asuntos Académicos
Programa Académico de Bachillerato

Tecnologia CRISPR-Cas y sus

implicancias bioéticas

Monografia para la obtencion del grado de
Bachiller en Ciencias Naturales y Exactas

Presenta
Javiera Nicole Ponce Farias

Bajo la direccion de
Daniela Seelenfreund Hirsch

Santiago, Chile, 2021.



iNDICE

RESUMEN........ooiiiiiiiiii sttt et e s e st e e e s s ras e s e e e rn e e e s neen e snerenesnnseesnanes 1
INTRODUCCION .........oovoviiitieeeiete et e se ettt e s s e s e seaeas s et eaesaebens s en s be e srebeseasnesin 2
(EN QUE CONSISTE CRISPR-CASI? ...ttt s nene e s 5
1. ASPECLOS tECNICOS ..o e 5
2. Aspectos historicos de su descubrimiento...............ccceen i 9
3. CRISPR como herramienta.............c..cccooovviniinirniinevmnenine e resscnnsesanans 12
IMPLICANCIAS ETICAS DE SUS DISTINTAS APLICACIONES .........ccccoeveveeveenee 17
1. ¢QuUé es labiodtica?. ... e 17
2. CRISPR Y12 BIOGHICA........coeeeeiiee e e e 20
3. ¢Es correcto cambiar el genoma humano? ..........coccccvviiiei i 23
CONCLUSIONES . ...ttt ee et s seaad s st et a e s e s bane e 28

REFERENCIAS ... ren bbb s r s n s s b s b 31



Universidad de Chile Programa Académico de Bachillerato

RESUMEN
Hechos como el descubrimiento de la estructura de doble hélice del DNA o el Proyecto
Genoma Humano han revolucionado la ciencia contemporanea. Estos ultimos afios, con
el hallazgo del sistema CRISPR-Cas9 que permite la modificacion de secuencias
genéticas de forma eficaz y simple, nos lleva a pensar que la ciencia no tiene limites. Esta
poderosa herramienta permite tener nuevas posibilidades para salvar vidas, crear nuevos
tratamientos e incluso combatir la escasez de alimentos mediante el uso de genes y la
modificacion de su genoma. Sin embargo, nos hace cuestionarnos ¢ Qué o quién limita a
la ciencia genética? Esto se responde con el concepto de bioética, el cual fue acuiado
por Van Rensselaer Potter durante la década de los 70 y se define como el estudio de la
moralidad del comportamiento humano en la ciencia. El objetivo de asociar el sistema
CRISPR-Cas9 con la bioética es regular el uso de técnicas para obtener un beneficio
para la humanidad, respetando los derechos humanos y guiandose por principios éticos

y morales establecidos, disminuyendo la cantidad de consecuencias no deseadas.

En la presente monografia primero se describiran los principales aspectos técnicos de
CRISPR-Cas9, haciendo un recorrido de su trayectoria histérica y nombrando su
aplicacion en las distintas areas del conocimiento. Luego, se analizaran las implicancias
bioéticas de su uso, explicando conceptos claves y comparando la visién de distintos
autores respecto a un tema tan controversial como lo es modificar la linea germinal

humana.

Palabras clave: CRISPR-Cas9, bioética, modificaciones genéticas.
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INTRODUCCION
CRISPR, del acrénimo en inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeals o Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas,
es una tecnologia que ha marcado un antes y un después en la historia del conocimiento
biologico y que en la actualidad se utiliza en miles de laboratorios en todo el mundo. Es
una herramienta que permite la edicion del genoma con extrema precisidn, simpleza y
versatilidad, pudiendo ser utilizado por cualquier persona con conocimientos basicos de

técnicas en genética.

Estas caracteristicas permitieron a Emmanuelle Charpentier y Jennifer A. Doudna ganar
en conjunto el Premio Nobel de Quimica durante el 2020, convirtiéndose en dos de las
siete mujeres que han sido galardonadas con el premio desde su inauguracion en el afio
1905. La Real Academia Sueca de Ciencias informé en su comunicado de prensa que se
les otorgd el premio por descubrir una de las herramientas mas ingeniosas de la historia
de la tecnologia genética, que esta provocando un impacto revolucionario en las ciencias
de la vida, dado que permite cambiar el genoma humano en el transcurso de unas pocas

semanas (Premio Nobel, 2020).

Su descubrimiento, como la mayoria de las innovaciones, fue inesperado. Durante el
estudio sobre la bacteria Streptococcus pyogenes Emmanuelle Charpentier descubrid
una molecula desconocida que llamo tracrRNA. Su investigacion demostré que dicha
molécula es parte de un sistema inmunolégico adaptativo utilizado por microbios para
defenderse de los virus invasores mediante registro y focalizacion de sus secuencias de
DNA (Lander, 2016). Dicho RNA es codificado cerca de un gen relacionado con la
proteina Cas, la cual actiia como una especie de tijeras genéticas. Charpentier publico
su descubrimiento en 2011, mismo afio que comenzd a frabajar junto a Jennifer Doudna,
logrando aislar y recrear en un tubo de ensayo el sistema CRISPR durante el afioc 2012.
Ambas investigadoras lograron simplificar sus compaonentes para facilitar su aplicacién y
de esta forma demostrar que es una herramienta que se puede controlar para modificar

cualquier molécula de DNA.
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En la actualidad su uso ha aumentado exponencialmente, con dos clases identificadas
de tijeras genéticas con distintos tipos y subtipos muy variados entre si, donde la mayoria
suele dirigirse al DNA, sin embargo, uno de dichos sistemas es capaz de dirigirse al RNA,
Estos sistemas se han adaptado para transformarse en una técnica simple y confiable
para la edicién y andlisis del genoma de todo tipo de organismos. Dentro de esta gran
variedad de mecanismos, los sistemas de tipo il, denominado cominmente CRISPR-
Cas9 por requerir una Unica proteina Cas, de tipo Cas9 y dos pequefios RNA corresponde
al sistema mas adecuado para desarrollar aplicaciones biotecnoldgicas, principalmente
por dos razones, en palabras de Charpentier y Marraffini (2014), Cas9 logra una escision
de DNA muy eficiente, en comparacion con los demas sistemas, por requerir un conjunto
minimo de componentes, lo que facilita la optimizacion del sistemma en organismo

heterdlogos.

De esta forma, su real importancia radica en la amplia gama de aplicaciones, que no se
limitan solo al ambito de la medicina, donde ademas de corregir genes alterados, puede
utilizarse con otros fines en la agricultura, la ganaderia, el cuidado del medio ambiente y
otras aplicaciones mas extravagantes, como por ejemplo la produccion de animales
complejos (Gomez-Tatay, 2019).

A raiz del enorme poder de esta herramienta genética surgen, sin embargo, una serie de
preguntas: ;Cuales son los problemas que enfrenta la bioética frente a las distintas
aplicaciones de CRISPR? 4 Debe quedar solo en manos de los cientificos? ¢ Existe algin
ente regulador? ; Se requiere o no la presencia de dicho regulador? 4 Es correcto utilizar
dicha herramienta en todos los casos?

Estas preguntas han generado un arduc debate internacional, tanto entre cientificos
como entre fildsofos. La actual discusion es de suma importancia para garantizar un
desarroilo seguro y acorde con el respeto a la dignidad humana, ya que es una
herramienta que nos da la posibilidad de reescribir el libro de la vida. No obstante, es
imposible evaluar las consecuencias de ello en el presente. Es por esto que el objetivo

del presente trabajo es analizar posibles respuestas respecto a dicha problematica,
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especificamente cuando se busca modificar la linea germinal humana, en base al
conocimiento cientifico y filoséfico que existe sobre esta tecnologia revolucionaria. Para
ello se contextualizara su origen, se describird su funcionamiento y areas en las que
puede ser utilizada esta herramienta para darle sustento a la discusion bioética entre los
aspectos positivos y negativos de su implementacién dentro de la ciencia, que en muchos

sentidos, otorga un beneficio a la humanidad.
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¢EN QUE CONSISTE CRISPR-CAS9?
1. Aspectos técnicos
Las bacterias y arqueas durante millones de aflos han desarrollado estrategias de
defensa frente a acidos nucleicos exfrafios, como potr ejemplo genomas virales o
plasmidos (Hryhorowicz et al. 2017), debido a que su DNA no se encuentra protegido en
un nacleo celular, sino que esta libre en el citoplasma. Entre estos mecanismos de
proteccion destaca la absorcion de fagos, blogueo de la inyeccion de fagos, infeccion

abortiva de fagos, y sistemas de maodificacion y restriccion.

Con el descubrimiento del sistema inmunoldgico adaptativo denominado CRISPR y sus
proteinas asociadas Cas se amplié el espectro de sistemas de defensas conocidos. El
sistema de CRISPR esta presente en el 40% de las especies bacterianas y el 90% de las
arqueas estudiadas (Mojica et al. 2000). Por el contrario, actualmente no se han
encontrado secuencias CRISPR en ningdn genoma eucariota (Ishino et al. 2018).
Corresponde, en palabras simples a un mecanismo de resistencia altamente adaptativo
y hereditario que incorpora secuencias cortas de virus y otros elementos genéticos
moviles en el locus CRISPR del hospedador, para ser transcritos y procesados en
pequefos RNA que posteriormente guiaran la destruccion de los acidos nucleicos
invasores (Charpentier y Marraffini, 2014). Cabe destacar que el enfoque de esta
monografia sera describir el sistema tipo Il, por ser el mas utilizado para edicién genética
debido a su simpleza, en comparacion a los sistemas CRISPR-Cas de tipo | y lll que son
bastantes complejos (Mryhorowicz et al. 2017).

El Jocus donde se encuentran codificados los elementos del sistema CRISPR/Cas cuenta
con una region promotora, encargado de guiar la transcripcion de todos los elementos
{Chavez, 2018). Luego, se encuentra la matriz CRISPR gue se compone de cuatro genes
que codifican las proteinas Cas9, Cas1, Cas2 y Cns2, ademas del crRNA transcodificado
{tracrRNA), como se muestra en la figura 1. Dicha matriz contiene regiones repetidas,
separadas por regiones espaciadoras, que son derivadas de los elementos genéticos
invasores (Lander, 2016). Los espaciadores codifican pequefias moléculas de RNA,

denominados RNA CRISPR o crRNA, ias cuales guian a la proteiha Cas al sitio blanco
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(Chavez, 2018). Especificamente, el gen Cas9 codifica una nucleasa que confiere
inmunidad al cortar el DNA invasor, el cual coincide con los espaciadores presentes. Por
otro lado, los genes Cas1, Cas2 y Cns2 codifican proteinas que permiten la adquisicidn

de nuevos espaciadores a partir del DNA invasor (Lander, 2016).

{Ccas

TV CRiSPR Genes cas
) !

- Inmunizacion

Hepetido
Espaciador

Locus CRISPR

Figura 1, Matriz CRISPR. Se indican las regiones repetidas (sin color), separadas por
regiones espaciadores representadas por variados colores, los que provienen del DNA
invasor. Adaptado de Chavez 2018.

El mecanismo mediante el cual el sistema CRISPR/Cas codifica el sistema inmune
adaptativo de estos microorganismos se puede dividir en tres etapas (Charpentier y

Marraffini, 2014), representadas en la figura 2, que corresponden a:

i. Etapa de adaptacion.

Luego de la infeccion por un DNA exogeno, proveniente de un virus o plasmido, la
proteina Cas reconoce la molécula extrafia, ya que en un primer momento reconoce el
Motivo Adyacente al Protoespaciador (PAM), y promueve la incorporacion de una
pequena region del genoma invasor en la matriz CRISPR (Chavez, 2018). Después de la
duplicacion de la repeticion en el extremo 5 de la matriz CRISPR, el complejo de
adaptacion inserta dicho DNA en la matriz de forma que se transforma en un nuevo

espaciador (Makarova et al. 2020).
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II. Etapa de expresion.

Corresponde a la biogénesis de crRNA, dicho en otras palabras, la matriz de los
espaciadores repetidos se transcriben como un crRNA maduro, el cual posteriormente
actuara como un espaciador que guiara a [a proteina Cas para que ésta reconozca el
elemento genético invasor (Charpentier y Marraffini, 2014). En definitiva, la matriz de esta
herramienta va generando un registro y memoria de los invasores que atacan a los

organismos procariontes.

lll. Etapa de interferencia.

Los pequefios trozos de crRNA anteriormente formados actdan como guias para dirigir
al complejo de ribonucleoproteina Cas, tanto de Cas1 como de CasZ2, hacia las células
diana afin del genoma viral o plasmidial. Ei resultado es la destruccion del genoma
invasor protegiendo a la célula infectada (Charpentier y Marraffini, 2014). Ademas, los

dominios conservados de Cas son cruciales para su actividad (Chavez, 2018).

o atira eeRiTE

[rterfefencs

Figura 2. Tres etapas del mecanismo del sistema CRISPR. En la parte superior se
observa la etapa de adaptacién. En el centro, la etapa de expresién o biogénesis. En la
parte inferior se muestra la etapa de interferencia. Adaptado de Hryhorowicz et al. 2016.
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El dominio de helicasa (HNH) abre la doble hélice del DNA, mientras que el dominio de
nucleasa (RuvC) corta el DNA en la regién definida por crRNA (Sapranauskas et al.
2011), de forma que escinde e inactiva la hebra complementaria de DNA exégeno vy la
hebra no complementaria, respectivamente. De esta forma, se genera un quiebre de
doble hebra conocida como DSB por su siglas en inglés Double Strand Break
(Hryhorowicz et al. 2017; Makarova et al. 2020).

Ahora bien, como se nombrd anteriormente, es necesario un sitio adicional de
reconocimiento de la secuencia invasora, por parte de una secuencia corta de DNA
denominada como PAM, por sus siglas Profospacer Adjacent Motif, Motivo Adyacente al
Protoespaciador. Esta compuesta por 2 a 6 pares de bases ubicadas inmediatamente
despues de la secuencia de DNA que codifica Cas9. Se cree que PAM es indispensable
para evitar la autoinmunidad, especialmente en la etapa de interferencia puesto que sin
este elemento de reconocimiento adicional, los crRNA reconocerfan su propio gen
codificante y la nucleasa podria generar cortes en su propio genoma (Chavez, 2018). Es
preciso mencionar que dichas secuencias del elemento PAM son Unicas para cada
organismo, dado que la seleccion de espaciadores almacenados depende de dicho
elemento, segun la especie de proteina Cas9 con la que cuentan (Hryhorowicz et al.
2017).

El mecanismo empleado por el sistema CRISPR/Cas8 también requiere de la maduracion
previa de los crRNA para que otorguen correctamente inmunidad a los organismos, la
cual se lleva a cabo cerca de la matriz de CRISPR. Para esto se forma una molécula
hibrida de RNA y proteina entre el crRNA vy la proteina Cas (Chavez, 2018). En primer
lugar, se produce una pequefia molécula de crRNA con una region complementaria a la
secuencia repetida del locus CRISPR, denominado tracrRNA. La proteina Cas se une a
dicha secuencia, gracias a las enzimas presentes, formando un complejo que se aparea
con las secuencias repetidas precursoras del crRNA. De esta manera, se forma un RNA
de doble hebra (dsRNA) que posteriormente va a ser cortado por la enzima RNasa i,
generando una molécula madura que contiene a la proteina Cas junto con los tracrRNA

y el crRNA. El procedimiento descrito se resume en la figura 3. (Chavez, 2018).
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RNasa lll pre-crARN

= Inmunidad

TARN CHARN

VAR otermediario maduro

Figura 3. Maduracion de crRNA. La molécula de crRNA posee una region
complementaria a la matriz CRISPR, llamada tracrRNA, a la cual se unen proteinas Cas
formando un complejo de doble hebra, el cual va a ser cortado para completar la
maduracion del crRNA. Adaptado de Chavez 2018.

Todos los elementos del sistema CRISPR/Cas se expresan de manera consecutiva, de
forma de estar preparados en caso que ocurra una infeccion. En resumen, cuando una
bacteria es infectada por un DNA invasor, el complejo formado por tracrRNA, crRNA y
Cas escanea dicha molécula en busca de elementos de reconocimiento. Una vez
localizada la secuencia, Cas corta el DNA exdgeno para protegerse de la posible
amenaza (Chavez, 2018).

2. Aspectos historicos de su descubrimiento
La historia de los avances de la ciencia permite estudiar el contexto que impulsa dicho
progreso, la planificacion, la curiosidad y la aplicacion préactica llevada a cabo por varios
cientificos y cientificas (Lander, 2016). Debido a esto es de suma importancia conocer la
historia aun en desarrollo detras de CRISPR, la cual permite que esta poderosa
herramienta hoy en dia se pueda utilizar en todo el mundo.

La historia comienza en un laboratorio de microbiologia en Japén en el afio 1987, donde
un grupo de cientificos, entre los cuales destaca Y. Ishino, describieron por primera vez
a CRISPR como “una serie de repeticiones directas cortas intercaladas con secuencias

cortas presentes en el genoma de Escherichia coli” (Doudna y Charpentier, 2014). Debido
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a la tecnologia de la época esta primera descripcion fue sin muchas especificaciones.
Casi en paralelo, en 1989 el espafiol Francisco Mojica quien trabajaba en la arquea
Haloferax mediterranei, las cuales presentan una tolerancia extrema a la sal, noté que
dicho componente afectaba a las enzimas de restriccion que cortaban su genoma
(Lander, 2016). Mojica comenzo a caracterizar los fragmentos alterados, encontrando en
uno de ellos una secuencia repetida casi perfecta que no se parecia a ninguna familia de
repeticiones conocida anteriormente, dedicando los siguientes afios de su carrera a su
estudio (Lander, 2016). Cabe destacar que la secuencia descubierta por Mojica es de
una estructura simiiar, pero de una secuencia distinta {y Unica) respecto a la descrita por

tos cientificos japoneses.

Debido a esto, Mojica y su equipo fueron los primeros en darse cuenta que la presencia
de estructuras similares en microorganismos tan distantes debia ser una funcion
importante en procariontes (Lander, 2016). Denomind su descubrimiento como SRSRs,
por sus siglas en ingles Short Regularly Spaced Repeats 0 repeticiones cortas
espaciadas regularmente, nombre que posteriormente se cambié a CRISPR por
sugerencia propia, siendo aceptado por gran parte de la comunidad cientifica para evitar
una mayor confusion debido a los diferentes nombres que se utilizaron inicialmente por

parte de varios grupos de cientificos (Ishino et al. 2018).

llegada la década del 2000, Mojica ya habia observado el focus CRISPR en 20
microorganismos diferentes, gracias a la invencidon de maquinas de secuenciacion
automatizada y el desarrollo de procedimientos eficientes para secuenciar el DNA
durante la década de los noventa (Ishino et al. 2018). Dos afios mas tarde, diversos
investigadores duplicaron dicho nimero y comenzaron a catalogar las caracteristicas
mas importantes de los /oci, incluyendo a los genes cercanos especificos

presumiblemente asociados a las funciones de CRISPR (Lander, 2016).

A pesar de estos avances, se desconocia la verdadera funcién del sistema, surgiendo
distintas hipotesis relacionadas principalmente con la reparacion del DNA o la regulacion
génica (Doudna y Charpentier, 2014). En el afio 2005 surgié una idea clave al descubrir
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gue muchas de esas secuencias espaciadoras derivan de plasmidos y virus (Doudna y
Charpentier, 2014). Ademas, en conjunto con el descubrimiento que el focus se transcribe
y la observacion de que los genes Cas codifican proteinas con dominios putativos de
nucleasa y helicasa, se propuso que CRISPR-Cas es un sistema de defensa adaptativo

que utiliza RNA como memoria de invasores pasados.

Durante el 2007, experimentos con la bacteria Strepfococus thermophilus otorgaron la
primera evidencia experimental de la inmunidad adaptativa por parte de CRISPR-Cas. La
insercion de la secuencia de un fago en la regidn espaciadora del CRISPR de S.
thermophilus hizo que la cepa fuera resistente al fago correspondiente. La resistencia
desaparecio al eliminar la secuencia especifica del protoespaciador del genoma fagico
(Ishino et al. 2018). Este hallazgo permitié que la industria farmacoldgica utilizara la
inmunizacién contra fagos como una primera aplicacion de esta herramienta con fines
terapéuticos (Gupta et al. 2019). Un afio mas tarde, el grupo de van der Oost’s demostrd
que los crRNA actian como guias en un complejo de proteinas Cas, para impedir la
proliferacién de virus en E.coli (Doudna y Charpentier, 2014, Ishino et al. 2018). El mismo
afo se informo también de la actividad dirigida al DNA del sistema CRISPR-Cas en el
patégeno Sfaphylococcus epidermis (Gupta et al. 2018). Estudios posteriores
demostraron que en entornos naturales los virus son capaces de reconocer a sus
hospederos bacterianos o arqueales examinando los espaciadores de CRISPR,
demostrando asi que los virus evolucionan constantemente para evitar ser afectados por

este sistema inmune (Doudna y Charpentier, 2014).

Mediante analisis bioinformaticos se identifico a Cas9 como una proteina multifuncional
con dos dominios putativos de nucleasa, la helicasa HNH y la nucleasa RuvC, los cuales
interfieren en la transformacion de los plasmidos {Doudna y Chatpentier, 2014). El afio
2010 se demostrd que dicha proteina podria ser 1a responsable del corte de ambas
hebras del DNA en plasmidos y fagos invasores (Gupta et al. 2019). Un afio mas tarde
se informaba que tracrRNA se codifica rio artiba del locus de CRISPR de tipo Il en
Streptococcus pyogenes, siendo esencial para la maduracion del crRNA por parte de la
ribonucleasa Ill y Cas9 (Doudna y Charpentier, 2014). Luego, durante el afio 2012 se

: 11“3 ag; o
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demostré que la proteina presente en la S. pyogenes es una endonucleasa de DNA
guiada por los RNAs tracrRNA y crRNA (Doudna y Charpentier, 2014).

Durante el mismo afo, se disefid el complejo tracrRNA y crRNA como una Unica guia
denominada sgRNA, que se caracteriza por contar con una secuencia de 20 nucledtidos
en el extremo 5" que determina el sitio diana del DNA mediante el apareamiento de bases,
y que cuenta con una estructura de doble hebra en el lado 3’ de la secuencia que se une
a Cas9 (Doudna y Charpentier, 2014), como se observa en la figura 3 de la seccidn
anterior. Esto permitio crear un sistema simple de dos componentes, en el cual se puede
modificar la secuencia guia del sgRNA, es decir, la secuencia de 20 nucleétidos, de forma
de programar CRISPR-Cas9 para dirigirlo a cualquier DNA de interés, el cual debe ser
adyacente a un PAM. Por consiguiente, el afio 2013 se publicaron dos articulos donde se
aplico el sistema CRISPR-Cas para editar por primera vez el genoma en neuronas
humanas y células renales de raton (Ishino et al. 2018; Gupta et al. 2019). Finalmente,
en 2014 dos grupos independientes lograron realizar un screening funcional de genes
{Gupta et al. 2019).

Gracias a esta adaptacion, el sistema CRISPR-Cas9 utilizado por S. pyogenes fue
conocido rapidamente y utilizado por la comunidad cientifica, dado que permite editar o
modificar especificamente el genoma de una amplia gama de células y organismos
(Charpentier y Marraffini, 2014), en comparacién con herramientas anteriores, como
ZFNs (Zinc Finger Nucleases) y TALEN (Transcription Activator Like Effector Nucleases).
Estas ultimas requieren una modificacion mediante ingenieria de proteinas para modificar
cada sitio del DNA diana, lo que implica una mayor inversion, requiere de varios meses

de trabajo y cuenta con una eficacia escasa o moderada (Gupta et al. 2019).

3. CRISPR como herramienta
El sistema CRISPR-Cas de tipo Il se ha utilizado rapida y ampliamente para modificar el
genoma en variados tipos de células y organismos, desde ratones y monos hasta células
T humanas y células madre, asi como plantas, insectos, bacterias y hongos (Wright et al.
2016).
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Respecto al 4rea de |a investigacion basica, es un sistema eficiente para la ingenieria del
genoma de animales, donde los plasmidos que expresan Cas9 y el sgRNA disefiado
pueden introducirse en las células mediante fransfeccidn y usarse en la transferencia
huclear de células somaticas (Hryhorowicz et al. 2017). Por ofro lado, en esta area, las
herramientas que permiten modificar el genoma con un alto rendimiento son utiles para
la reproduccién de cepas economicamente valiosas, donde destaca el sistema CRISPR
por su rapida adaptacion para la edicion del genoma de células eucariontes (Ishino et al.
2018). En bacterias esta herramienta no fue tan revolucionaria dado que existen otros

métodos, como por ejemplo la recombinacion homdloga (HR).

Es un area que esta en constante desarrollo, debido a que surgen y se diversifican los
conjuntos de herramientas de DNA basados en CRISPR-Cas para la edicion del genoma,
silenciar genes y el cribado de todo el genoma para el estudio de bacterias y arqueas
(Doudna y Charpentier, 2014; Ishino et al. 2018). La capacidad de Cas9 para unirse al
DNA en sitios definidos por el RNA guia y la PAM permite aplicaciones mas alla de la
modificacion permanente del DNA. Especificamente, una version cataliticamente
desactivada de Cas9, denominada dCas9, se ha utilizado para regular genes dirigidos a
escala del todo el genoma (Doudna y Charpentier, 2014). Particularmente, durante el afio
2016, un grupo de cientificos desarrollé una técnica para editar el genoma mediante
CRISPR-Cas y recombinacion heteréloga utilizando plantillas de DNA lineales
monocatenarias o bicatenarias aplicadas con éxito en E. coli, esto ademas en forma
reversible (Ishino et al. 2018).

Esta herramienta también es til para llevar a cabo experimentos de biologia molecuiar,
puesto que puede unirse a secuencias de DNA sin escindirlas. Esto puede ser aplicable
para identificar una posicion a estudiar u obtener imagenes de loci especificos en células
vivas, mediante la fusién de la proteina verde fluorescente (GFP) con dCas9, que se une
a la secuencia diana en funcién del sgRNA optimizado estructuralmente (Doudna y
Charpentier, 2014; Ishino et al. 2018). Esta forma de obtener imagenes potencialmente

podria mejorar las tecnologias actuales para estudiar las dinamicas conformacionales de

- 13”3 ag -



Universidad de Chile Programa Académico de Bachillerato

los cromosomas nativos. Asimismo, se puede controlar la expresidn génica uniendo
dCas9 a la regién promotora o al marco de lectura abierto de un gen (Doudna vy
Charpentier, 2014). Definitivamente las posibilidades utilizando dCas9 son infinitas y el
trabajo futuro podra explotar dichas variaciones de las tecnologias (Charpentier y
Marraffini, 2014).

Por otro [ado, en el area de la biomedicina, el sistema CRISPR se puede utilizar como
agente antimicrobiano al escindir de manera selectiva el genoma de patégenos de
interes, por lo tanto, se espera que sea una opcién para el control de bacterias resistentes
a antibidticos (Ishino et al. 2018). Ademas, a diferencia de los antimicrobianos
convencionales, esta herramienta puede programarse de forma especifica para que
actte unicamente en un tipo de poblacidn bacteriana, quedando intacta otras poblaciones
del cuerpo (Chavez, 2018). Sin embargo, surge un impedimento técnico respecto a los
métodos de administracién a las personas, los cuales deben superarse para usarlo como

agente terapéutico.

La aplicacion de CRISPR en biomedicina es vélida sobre todo a la creacién de
medicamentos para tratar enfermedades genéticas. CRISPR-Cas es capaz de
reemplazar un gen mutado endogeno por una copia correcta del gen y en la mayoria de
los casos con una sola dosis. Para esto, se suelen utilizar células madre y células
progenitoras hematopoyéticas (HSPC) basadas en esta herramienta (Nidhi et al. 2021).
Es debido a esta dificultad que los medicamentos mas caros en el mundo sean aquellos
que implementan la terapia génica, como por ejemplo el Zolgensma utilizado como tinico
tratamiento para la Atrofia Muscutar Espinal (AME) o Luxturna que logra curar la distrofia
retiniana. Otra aplicacion de esta herramienta es para controlar la infeccion latente
provocada por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), ya que puede destruir los
provirus del VIH, modificando el genoma de las células Ty células T CD4+ primarias para
hacerlas resistentes (Nidhi et al. 2021). Igualmente es capaz de detectar la secuencia
especifica del VIH-1.
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Asistido por CRISPR-Cas, también es posible detectar la secuencia del SARS-CoV-2,
causante de la pandemia mundial de COVID-19. Un ensayo dual “todo en uno”,
denominado AIOD-CRISPR, utiliza una pareja de crRNA para detectar &cidos nucleicos
de este mortal virus (Nidhi et al. 2021). Asimismo, otro grupo de cientificos actualmente
se encuentran desarrollando una herramienta de diagnéstico basada en CRISPR de alta
sensibilidad para detectar las varias cepas genéticas del SARS-CoV, la cual promete un
tiempo menor de ejecucion y una mayor efectividad que la RT-PCR (Nidhi et al. 2021).

De igual forma, CRISPR-Cas9 puede ir mas alld de la investigacion o medicina,
pudiéndose implementar incluso en el drea de la agricultura. La Reaccion en Cadena
Mutagénica (MCR) basada en esta herramienta es un ejemplo de ello. Dicho sistema
permite que una mutacién en un cromosoma se copie asi misma, tanto en células
somaticas como germinales, de forma que todas las crias hereden el cambio
(Hryhorowicz et al. 2017). La MCR podria utilizarse para eliminar enfermedades como la
malaria o la fiebre amarilla, al mismo tiempo que se podria alterar algunas especies de
insectos para evitar plagas y asi prevenir la resistencia a pesticidas y herbicidas en las
plantaciones {(Hryhorowicz et al. 2017).

La ingenieria de cultivos se encuentra en un alza exponencial debido a la actual escasez
de alimentos, destacando que dichos cultivos no son considerados organismo
genéticamente modificados (Wright et al. 2016). Las productoras agricolas pueden
combinar el fitomejoramiento . tradicional con técnicas innovadoras como el
fitomejoramiento molecular o la edicion de genes especificos. La edicion selectiva del
genoma actualmente ha aumentado la productividad en cultivos de arroz y trigo,
aumentando su tamarnio, el peso o la extension del tallo (Nidhi et al. 2021). Tambien, se
puede utilizar esta herramienta con el objetivo de reducir los niveles de glicoalcaloides,
el cual es un esteroide toxico para el ser humano, de forma hacer los cultivos
comercialmente mas atractivos, mejorando el color y la vida Util de frutas y verduras (Nidhi
et al. 2021).
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En definitiva, haciendo un resumen de lo mostrado en este capitulo, CRISPR-Cas9 es
una herramienta Unica, de gran precisién y muy eficiente, capaz de editar una gran
cantidad de genes, los cuales cuentan con funciones y rasgos importantes para el
mejoramiento de la agricultura, la ingenieria biomédica o la investigacién basica. Sin
embargo, los campos de aplicacion de esta tecnologia parecen ser ilimitados, siendo
imposible nombrarlos todos, lo cual significa una gran oportunidad para mejor la calidad

de vida de toda la humanidad si es utilizada en forma apropiada.
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IMPLICANCIAS ETICAS DE SUS DISTINTAS APLICACIONES
1. ¢Qué es la bioética?
El termino bioética es relativamente reciente, acufiado durante la segunda mitad del siglo
XX, y significa ética de la vida o ética de la biologia, debido a que esta compuesta dei
griego Bios, vida y Ethos, ética (Molina, 2011). Sin embargo, su definicién es mucho mas
compleja y cuenta con varias perspectivas segun el autor o disciplina involucrada, siendo
imposible llegar a un consenso para obtener una Unica explicacion. Pese a ello, se
pueden distinguir dos grandes enfoques respecto a este término. El primero ubica a la
bioética dentro de la filosofia practica, siendo un tipo de ética aplicada que implica la
interaccion entre personas y sistemas bioldgicos (Osorio, 2005). Por otro [ado, el segundo
enfoque se basa en la definicién publicada durante los afios 70 por el bioquimico Van
Rensselaer Potter, la cual indica que es una disciplina intelectual e interdisciplinaria cuyo
objeto de estudio es que el problema de la supervivencia de la humanidad actiie como

puente entre la ética clasica y las ciencias de la vida (Osorio, 2005 y Molina, 2011).

La bioética se encarga de afrontar las realidades por las que pasa la ciencia, la
investigacion y el desarrollo, sobre todo hoy en dia que es un tiempo de rapidos avances
en todas las areas del conocimiento cientifico. Esto bajo una perspectiva que busca evitar
la deshumanizacion y el deterioro de la vida en si (Molina, 2011). Debido a que se
caracteriza por ser multidisciplinaria e interdisciplinaria, su objetivo es aclarar y en lo
posible resolver preguntas que surgen durante la investigacion y el desarrollo biomédico

y biotecnoldgico, dentro de sociedades que estan en constante evolucion.

El libro Encyclopedia of Bioethics fue publicado en el afio 1978 con el objetivo de
presentar de manera concisa y completa el amplio conocimiento que se tenia hasta el
momento sobre los aspectos éticos. En este texto se define la bioética, bajo una corriente
principialista, como “el estudio sistematico de la conducta humana en el ambito de las
ciencias de la vida y de la salud, analizados a la luz de los valores y principios morales”
(Molina, p.112, 2011). La finalidad de esta implica elaborar lineamientos éticos fundados
en los valores y derechos humanos, respetando toda creencia religiosa, y teniendo como

fundamento lo racional y la metodologia cientifica. Dichos lineamientos deben poder ser
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aplicados, y estar sujetos a cambios seglin los actuales y futuros cédigos deontolégicos

profesionales (Molina, 2011).

El concepto de principialismo nombrado en el parrafo anterior hace alusion al modo de
referirse a aquellas teorias que se estructuran alrededor de una pluralidad de principios
de obligacion, acufiado por los fildsofos Beauchamp y Childress {Molina, 2011). Dichos
autores formularon cuatro principios para orientar la bioética, los cuales se caracterizan
por ser prima facie, es decir, se deben seguir siempre y cuando no entre en conflicto con
otro de igual rango; y no tener jerarquias en su aplicacion, la cual depende de las
circunstancias y consecuencias de la situacion en estudio (Molina, 2011). EI
principialismo destaca por considerar a los sujetos capaces de tomar decisiones,

reconociendo la dignidad humana. Dichos principios son (Molina, 2011):

1. Respeto a la autonomia: es la necesidad de respetar la capacidad de las personas

autonomas de tomar decisiones. Considera la regulacion personal, sin
interferencias externas y limitaciones que le impidan tomar una decision.
2. No maleficencia: obligacion de no causar dafio o hacer mal intencionadamente,

evitdndolo o rechazéndolo. Hay que promover el bien, por sobre la maleficencia.

3. Beneficencia: realizar un analisis respecto al perjuicio-beneficio y costo-beneficio.

Es mas que solo no causar dafio, sino que es contribuir con el bienestar y ayudar
a las personas.

4. Justicia: es garantizar la distribucién justa de los beneficios, riesgos y costos. La
justicia distributiva busca solidaridad social, mediante la distribucion igual,

equitativa y apropiada de bienes materiales, derechos y responsabilidades.

Con el tiempo se han agregado otros principios, como por ejemplo la dignidad del ser
humano, la sacralidad de la vida o la seguridad de esta. En paralelo a los principios
nombrados anteriormente, en el afio 1975 se llevd a cabo la Conferencia de Asilomar en
California sobre el DNA recombinante, organizada por Paul Berg y Maxine Singer, para
debatir riesgos bioldgicos y la regulacion de la biotecnologia, luego de detener los

estudios que utilizaban la tecnologia del DNA recombinante con la intencién de primero

18|Pagina



Universidad de Chite Programa Académico de Bachillerato

establecer pautas consensuadas para frabajar de manera segura la manipulacion
genética. Esto demostrd la capacidad de autorregulacion de los cientificos. Se llegé al
acuerdo de prohibir clonar genes de patdgenos o virus oncogénicos y se exigio el uso de
bacterias defectuosas que no puedan sobrevivir fuera del laboratorio en casos de escape
accidental. Esto sigue siendo un tema trascendental hasta el dia de hoy que estamos
viviendo una pandemia y algunos especulan que el SARS-CoV-2 escapd de un

laboratorio de Wuhan, aungue todavia el origen de este potente virus no esta definido.

Afos mas tarde, especificamente en 1890, se cre6 ELSI, de las siglas Ethical, Legal and
Social Implications Research Program o en espanol Programa de Investigacion de las
Implicancias Eticas, Legales y Sociales desarrollado por el Instituto Nacional de
Investigacion del Genoma Humano en Estados Unidos. Su intencion es facilitar el didlogo
para identificar posibles problemas futuros y solucionarlos antes de que ocurran. El
programa ELS! tuvo un papel importante con todo lo relacionado al gran hito que significé
el Proyecto Genoma Humano (PGH), el cual se inicio en Estados Unidos en el afio 1992.

Los objetivos del PGH eran preparar un mapa del genoma humano y secuenciar el DNA
de los cromosomas de dicho genoma (Santos y Vargas, 2002). El PGH fue un proyecto
ambicioso. El afio 2000 presenté su primer borrador oficial con el 90% del genoma, siendo
anunciado por el expresidente de Estados Unidos Bill Clinton, donde se suponia que la
secuencia completa contaria con 30.000 a 35.000 genes. Ademas, facilité el desarrollo
de métodos computacionales eficientes que permitieron acelerar el proyecto. Esto
significé un mayor poder curativo para la medicina, tanto predictiva como gendmica
(terapia somatica). También, es un aporte para la industria farmacéutica, ya que se
podrian elaborar farmacos seguin el genoma de cada persona lo que facilita el desarrollo

de la medicina personalizada.

Aungue una de las principales promesas fue que permitiria realizar terapia genética,
especificamente modificar la linea germinal, o crear nuevas formas de vida modificadas
con genes humanos para obfener érganos utilizados en trasplantes. Estos aspectos

provocaron discusiones bioéticas debido a las graves consecuencias sociales no
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deseadas. A causa de esto en ELSI participan una gran variedad de especialistas de
distintas areas como genetistas, historiadores, abogados y socidlogos para llevar a cabo
investigaciones y proyectos educativos, al mismo tiempo que analizan politicas y

desarrollan recomendaciones programaticas.

Posteriormente, a finales de la década de los noventa se llevé a cabo la Convencion para
la Proteccion de los Derechos Humanos y la Dignidad del Ser Humano en materia de
Aplicaciones de la Biologia y la Medicina (1997), también llamada Convencién de Oviedo,
y la Declaraciéon Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos de [a
UNESCO (1997). En ambos documentos se establece que el respeto a la dignidad
humana esta por encima de la aplicaciones que pueden generarse al respecto y
restringen la modificacion del genoma humano exclusivamente por razones terapéuticas
como la prevencion, diagnéstico de enfermedades o terapia; siempre y cuando no se

pretenda modificar el genoma de la descendencia (Santillan-Doherty et al. 2020).

Ademas, al principialismo se sumé la Conferencia general de la UNESCO, la cual aprobo
durante el 2005 la Declaracion Universal sobre Bioética y Derechos Humanos. En esa
declaracion se definieron 15 principios de la Bioética, que incluyen entre ellos la Dignidad
y los Derechos Humanos; los beneficios y evitar los efectos nocivos; la autonomia y la
responsabilidad individual; el consentimiento; la privacidad y confidencialidad; la no
discriminacion ni estigmatizacion; el respeto a la diversidad cultural; la solidaridad vy la
cooperacion; la responsabilidad social y de salud; la division equitativa de los beneficios;
el proteger a las generaciones futuras y al medio ambiente, la biosfera y la biodiversidad
(Molina, 2011).

2. CRISPR y la bioética
Los seres humanos han aprendido a manipular las caracteristicas genéticas y fenotipicas
de seres vivos hace miles de afios, a pesar de no saber el trasfondo génico de dichos
cambios (Santillan-Doherty et al. 2020). La agricultura y la domesticacion de especies
son ejemplo de ello. Con el tiempo, los avances cientificos han permitido comprender

mejor estos fendmenos evolutivos. En ese sentido, la ingenierfa genética consiste en
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herramientas y técnicas que sirven para modificar el DNA, con la idea de obtener
alteraciones funcionales principalmente. Un experimento que marcé un antes y un
después dentro de esta area ocurrié en 1996 con la oveja Dolly, el primer mamifero
clonado del mundo a partir de células especializadas, las cuales fueron extraidas de una

glandula mamaria perteneciente a una oveja de 6 afios de edad.

Debido al rapido crecimiento del uso de CRISPR alrededor del mundo existe una
controversia de ideas dentro de la comunidad cientifica y toda la sociedad. Por un lado,
algunos prometen resultados favorables, mientras que ofros afirman que esta en
compromiso la vida en general. Incluso si el genoma se edita como se desea, aun
desconocemos la compleja relacion enfre la informacién genética y los fenotipos
bioldgicos, por lo tanto, es dificil evaluar las consecuencias de su uso debido a que no
estan claras y dependen del contexto (Brokowski y Adli, 2019). Es importante considerar
que la viabilidad de dichas modificaciones esta sujeta a una exhaustiva reflexion ética
que debe justificar el “por qué”, el “para que” y el “cuando” de algo del que solo
conocemos parciaimente el “cémo” (Santillan-Doherty et al. 2020). Hay que tener en
cuenta que la humanidad es capaz de realizar muchas acciones, sin embargo, no es
necesario que todas estas se lleven a cabo. Igualmente, aunque la tecnologia de
CRISPR-Cas9 no es inherentemente “buena” o “mala”, su aplicacién en si es
cuestionable.

Mas alla de la medicina, ciertas aplicaciones de CRISPR como la mejora en cultivos y
ganhado pueden tener un mayor impacto para la humanidad. Como se menciond
anteriormente, una posible aplicacién de esta herramienta es para combatir la escasez
de alimentos, lo que de por si tiene un peso moral considerando el niimero de personas
que no tienen acceso a suficiente alimento. Sin embargo, surgen otras preocupaciones

éticas respecto a la accesibilidad y el valor de estos productos (Brokowski y Adli, 2019).

Ofra aplicacion de esta herramienta es la tecnologia de genética dirigida, también
denominada de impulso genético, la cual se define como una maodificacion genética

disefiada para propagarse por toda la poblacion a tasa mas altas de lo normal de la
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herencia. Esto proporciona una herramienta para eliminar enfermedades erradicando a

los vectores de estas y a especies invasoras.

Un claro ejemplo de esto es Aedes aegypti, el mosquito que transmite el Dengue. Un
grupo de investigadores desarroll6 machos estériles editados genéticamente para
prevenir la reproduccién del vector y asi reducir la propagacion de la enfermedad; sin
embargo, esto puede significar la extincion de especies enteras, lo que traeria cambios
ambientales impredecibles (Nidhi et al. 2021). Este método puede inducir, silenciar e
incluso insertar un nuevo gen. Ademas puede ocurrir la copiar de dicha mutacién en un
cromosoma homdlogo, lo que asegura que toda [a descendencia contard con esta
modificacién. Esto significa un riesgo mayor, por [o mismo, hasta la fecha no se ha
liberado a la naturaleza ningun organismo modificado de esta forma (Nidhi et al, 2021).
Esto difiere de la Técnica del Insecto Estéril (TIE), la cual consiste en esterilizar insectos
en masa por radiacion para luego liberarlos en una zona delimitada y actualmente es
utilizada alrededor del mundo por cuidar el medio ambiente, ya que los organismo se
pueden adaptar evolutivamente a este modificacién mientras que con la técnica de

genética dirigida no pueden escapar de esta.

Es de suma importancia que los investigadores desarrollen nuevas formas de control, e
inhibicion para revertir, o incluso eliminar, sistemas de genética dirigida es caso de un
evento inesperado. En definitiva, la discusion en torno a utilizar CRISPR debe centrarse
en estudiar exhaustivamente los dafios y garantias de los efectos de esta tecnologia. Se
deben realizar estudios en modelos de cultivo celular y posiblemente en modelos
animales esperando resultados favorables que no alteren otros factores metabdlicos
(Gonzalez-Avila et al. 2021).

A causa de estos cuestionamientos que aun no tienen solucidn, actualmente muy pocos
paises estan desarrollando posibles leyes que regulen el uso de técnicas de ingenieria
genetica como esta y la posterior solicitud de patente, gue suele ser un tramite
complicado. Especificamente en el caso de Chile, laley N° 20.120 de septiembre de 2006

sobre la investigacion en el ser humano indica resumidamente que la libertad para llevar
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a cabo actividades de investigacion en seres humanos tiene como limite el respecto de
los derechos vy libertades esenciales de la naturaleza humana; prohibe la clonacion de
seres humanos; y autoriza la terapia génica solo en células somaticas. Quienes vayan en
contra de esta ley seran sancionados con la suspension por tres afios del ejercicio
profesional y con la prohibicidén absoluta de ejercer en territorio nacional en caso de
reincidencia. Sin embargo, varios consideran que esta ley es ambigua, ya esta obsoleta
y no esta actualizada con los avances tecnolégicos de los Ultimos afios. La legalidad no

es garantia de ética.

Sumado a todo esto, existe la controversia sobre quien deberia tener acceso a CRISPR,
como ocurre con la mayoria de los nuevos avances tecnolégicos. Se espera que las
nuevas aplicaciones de esta herramienta sean rentables para los duefios de las patentes
y que los precios de los productos desarrollados sera elevado. Esto se transforma en un
problema ético al momento que el financiamiento de estos proyectos fue con
subvenciones de fondos gubernamentales, ya que probablemente solo una parte de la
sociedad podra tener acceso a ellos, siendo gue los beneficios de CRISPR pueden salvar
vidas (Brokowski y Adli, 2019). Se debe fomentar las leyes que vayan en contra de
precios inalcanzables. En concreto, a medida gue esta tecnologia evoluciona, también io

haran las discusiones sobre los marcos éticos y legales sobre los usos de CRISPR.

3. ¢Es correcto cambiar el genoma humano?
l.a opinién se encuentra dividida en dos grandes grupos, los que rechazan esta
herramienta por problemas éticos que implica la terapia germinal y 1os que opinan que
puede tener un uso legitimo para evitar principalmente enfermedades genéticas. Dicha
division existe respecto a la edicidn genética sobre la linea germinal, ya que actualmente
existe un consenso a favor de su uso en células somaticas. Parece que la tendencia entre
los cientificos es aceptar la investigacion sobre embriones, pero impedir la implantacion
en un Utero, de hecho ya se han autorizado estudios de este tipo en China, Corea del
Sur, Estados Unidos e Inglaterra. Especificamente en el caso de Chile, en la actualidad

esta completamente prohibido.
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La modificacion de células germinales genera una gran preocupacién para la sociedad,
sobre todo en ciertos sectores religiosos, politicos, cientificos y comunitarios. Esto debido
a que dichos cambios pueden ser heredados, es decir, las modificaciones integradas en
el genoma humano se podrfan distribuir y afectar a toda la poblacién (Santillan-Doherty
et al. 2020). Todo esto sin conocer a ciencia cierta los efectos que puedan tener, por lo
tanto, se debe tener precauciones en la seguridad y efectos imprevistos. A pesar de esto,
actualmente se estan realizando cientos de estudios en este aspecto. Por este motivo y
el impacto que podria significar CRISPR para las sociedades, es imprescindible realizar
un analisis bioético La mayoria de los autores aclaran que la modificacion del genoma de
células germinales, es decir, modificar gametos y embriones afecta los principios de
basicos de la bioética (Santillan-Doherty et al. 2020) relativos a:

1. Autonomia: los herederos no pueden decidir sobre la modificacion en su genoma.
Debido a esto es importante realizar un consentimiento informado en toda
intervencion geénica.

2. Beneficencia/ No maleficencia: preferir los potenciales beneficios frente a los

riesgos que representa. Es inmoral ensayar en humanos técnicas que arriesgan la
salud y calidad de vida del ser en gestacion (Santos y Vargas, 2002).
3. Equidad: puede llevar a una distribucién desigual de beneficios, riesgos o dafios

entre los distintos grupos de una sociedad.

Esto permite que cientificos y éticos no puedan eludir los mandatos y prohibiciones de la
etica invocando a la libertad de la ciencia y la investigacion, ya que sus limites estan en
el valor del cuerpo, la vida, la autodeterminacién y la dignidad de las personas (Bergel,
2002). En este sentido, no se encuentra en juego solo la dignidad e integridad de los
individuos que pueden ser concebidos, sino que el propio destino de la especie humana.
Existe una responsabilidad social que no puede ser eludida, ya que su labor transciende

su campo de actuacion (Bergel, 2002).

A pesar de esto, algunos autores u organizaciones no consideran que estos argumentos

sean sustentables en contra del uso de CRISPR. Segun el Consejo de Etica Aleman
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realizado en 2019, citado en Greely (2019), en el caso de enfermedades hereditarias
monogénicas, es decir, aquellas que aiteran solo un gen, y asumiendo la eficacia de la
tecnologfa y la suficiente seguridad, no existen razones categoéricas para prohibir la
modificacion de la linea germinal humana debido a la aplicacién de conceptos éticos
anteriormente nombrados, mas bien, podrian permitir tales intervenciones por proteger la

vida y la libertad. Sin embargo, destacan la importancia de proteger la dignidad humana.

Otros autores como Greely (2019), consideran que el concepto de linea germinal humana
es complejo o incluso ni siquiera existe. Para él, cada persona tiene una linea germinal
humana Unica o quizas pueda tener muitiples genomas germinales debido a una
mutacion, por ejemplo, en los precursores de los Ovulos o espermatozoides. Ademas,
dicho genoma tiene secuencias similares al de muchos animales y esta en constante
cambio debido a multiples factores. Greely distingue entre las intervenciones que causan
una modificaciéon ya presente en humanos, y las que buscan una modificacion nunca
antes vista. En este Uitimo, caso como la linea germinal esta en constante cambio, no
seria poco ético ya que tal vez una persona ya cuenta con esa modificacion
“naturalmente”. Asimismo, considera que no son cambios irreversibles debido a que
puede modificarse posteriormente en caso de un error, del mismo modo que nada
asegura que pasara a la siguiente generacion. Pone como ejemplo el uso de los celulares
inteligentes, cuyos efectos sociales no fueron previstos y actualmente no se pueden
revertir. En definitiva, considera que se debe cuestionar la seguridad, la equidad o
mejoras al sistema CRISPR-Cas$, pero que no existen razones éticas para no utilizar

esta nueva tecnologia siempre que se cumpla con los limites bioéticos ya establecidos.

Debido a estas mulltiples visiones, como consenso internacional se recomienda el uso de
CRISPR exclusivamente en situaciones cuya unica finalidad sea el tratamiento o
prevencion de una enfermedad o discapacidad, especialmente cuando no se cuenta con
otra alternativa, bajo una estricta supervisidn y siguiendo criterios especificos. Estos
criterios se establecieron durante la Cumbre Internacional sobre la Edicidn Genética en
Humanos realizada en diciembre del afio 2015, la cual mostré también como las

diferencias culturales influyen en dicha regulacion, puesto que, por ejemplo para Estados
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Unidos es un tema debatible si los embriones tienen derechos humanos o no, mientras
que para China, pionera en la investigacién genética, no es un tema de discutible debido
a que, segun el fildsofo Confucio, el ser humano comienza a partir del nacimiento. Se
llegd al acuerdo de evitar modificar la lineal germinal humana hasta resolver los
problemas de seguridad y eficacia que significa el uso de CRISPR.

Cabe mencionar que la mayor parte de la comunidad cientifica esta de acuerdo en
rechazar el uso de la edicién genética para usos no terapéuticos, como por ejemplo elegir
el color de los ojos, en ofras palabras, para el “mejoramiento” genético por no ser
éticamente aceptable. Sin embargo, modificar la lineal germinal humana permitiria llevar
a cabo ideales humanos éticamente legitimos, como por ejemplo para personas estériles
0 que sean portadoras de un gen cuya expresién no permita llevar una vida digna al ser
que esta por nacer (Santos y Vargas, 2002). Pero existen ciertas instancias que resultan
mas probleméticas éticamente hablando. El hecho que una persona elija la dotacién
genetica de ofro ser es una forma incorrecta de dominio sobre el destino del nuevo ser.
Elegir las caracteristicas fisicas seria determinar su potencial y al mismo tiempo
significaria una gran carga emocional para la persona saber qué enfermedades, entre

otras caracteristicas, tendra a futuro.

Un claro ejemplo de que los lineamientos para el uso de esta herramienta atn no estan
claros, y los que ya existen actualmente no fueron respetados es el caso del cientifico He
Jiankui, quien indicé en una cumbre durante el afio 2018 haber editado genéticamente
embriones humanos con la técnica CRISPR-Cas9. Su idea era inactivar el gen CCR5 que
codifica para el co-receptor del virus VIH, la proteina necesaria para que el virus se
introduzca en los linfocitos CD4 y los infecte (Santillan-Doherty et al. 2020). La edicidn se

llevd a cabo por medio de una fertilizacién in vitro en que nacieron gemelas.

Esto viol6 tanto el Consenso internacional de la Cumbre de Edicion Genética Humana,
como las propias guias éticas que existen en China y en su propia universidad respecto
a la investigacion con embriones y su posterior transferencia intrauterina (Palacios, 2019).

Todo esto lo realizé sin reportar estudios previos de edicion con CRISPR utilizando
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animales. Adicionaimente, el reporte respecto a mutaciones “off-fargef’, usuales
utilizando esta técnica, no fue realizado y el consentimiento afirmado no es aceptable por
no ser claro y un tanto engafioso, ya que oculté informacion sobre los riesgos vy la
incertidumbre de los posible beneficios. A causa de todas estas irregularidades, las
gemelas se deben considerar un experimento en si mismas y el supuesto beneficio de
esta manipulaciéon genética solo puede ser confirmando mediante exposicion a la
infeccién con VIH, lo que es éticamente inaceptable (Santillan-Doherty et al. 2020).
lgualmente, la justificacion médica es invalida debido a gque el bloqueo o ausencia no
oforga inmunidad, simplemente hace al huésped no susceptible a la infeccién, por lo
tanto, la idea de los padres de hacer inmune a sus hijas no se cumple y se debe
considerar que actualmente existen otras técnicas establecidas y efectivas para generar

hijos sin la infeccion.

Sin embargo, no corresponde generalizar un caso como el anterior respecto a toda la
investigacion cientifica. Simplemente es un caso que demuestra lo importante de
reconocer aspecto bioéticos en investigaciones de este tipo y delimitar su uso segun
ciertos reglamentos, incluido los legales, ya que CRISPR-Cas9 corresponde a una
herramienta muy prometedora con un alto potencial para eliminar, controlar o mitigar

diversas enfermedades geneticas.
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CONCLUSIONES
Hace tan solo 70 afios aproximadamente se conoce el modelo de la estructura de doble
hélice del DNA de Watson y Crick. En ese momento se veia lejano o incluso imposible
todo el avance que se ha logrado en estas Ultimas décadas en el drea de la genética. Sin
embargo, la revolucién génica que frajo consigo hace 20 afios el Proyecto Genoma
Humano, junto con el desarrollo de nuevas herramientas bicinformaticas, hace posible
que en la actualidad podamos utilizar el sistema CRISPR para modificar el genoma de

una gran variedad de tipos celulares y organismos.

Los primeros estudios, llevados a cabo en distintas partes del mundo simplemente por
curiosidad de los investigadores al observar una secuencia repetida, indicaban que
CRISPR y las proteinas Cas estén presente en el genoma de procariotas, constituyendo
un eficiente sistema inmunitario. Posteriormente, el hecho de identificar Cas9 como un
sistema enzimatico estable capaz de simplificar la metodologia, permite sacarle provecho
a todo el potencial de esta herramienta (Ishino et al. 2018). De esta forma, CRISPR-Cas9
se puede considerar uno de los descubrimientos mas importante de comienzos del siglo
XXl y da la esperanza de curar enfermedades genéticas raras o encontrar terapias a
enfermedades tan devastadoras como el céncer, entre otras. También puede ayudar a
contrarrestar la resistencia a antibiéticos, que es un problema que ha aumentado durante
los uitimos afios, o disminuir la propia virulencia de virus y bacterias. Por otro lado, puede
traer grandes beneficios para la agricultura al permitir mejorar el contenido nutricional de
los alimentos y utilizar una menor cantidad de pesticidas, lo que ayudaria a combatir el
hambre mundial y la escasez de alimentos. El potencial tanto para adquirir conocimientos

como para desarrollar tratamientos médicos parece casi infinito (Brokowski y Adli, 2019).

En definitiva, el proposito de CRISPR es ser un beneficio para la humanidad debido a
que es un sistema eficiente, econdmico y facil de usar, no obstante, su principal limitacién
es que no esta exenta de riesgos potenciales. En particular, puede producir efectos fuera
de la secuencia blanco de la célula huésped, especialmente en el caso de las células
humanas adultas, debido a que el reconocimiento de la secuencia diana por parte del

sgRNA podria no ser totalmente especifico. Asimismo, puede ocurrir translocacion
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cromosomica de la secuencia blanco (Nidhi et al. 2021). La eleccion de secuencias
especificas del genoma y {a optimizacién de sgRNA y Cas9 puede reducir las mutaciones,
lo que permite evitar alteraciones no deseadas tanto en el ecosistema como en los seres
humanos. Otros cientificos han optado por utilizar plasmidos, virus o ribonucleoproteinas
para entregar CRISPR al huésped, sin embargo, este un proceso que conlieva otras
limitaciones (Nidhi et al. 2021).

A pesar de sus limitaciones, el mal uso de esta herramienta genera preocupacion en la
sociedad y dentro de la comunidad cientifica, especialmente [a idea de modificar |a linea
germinal humana. En la actualidad, la edicién de células somaticas se encuentra regulada
y es utilizada alrededor del mundo, sin embargo, modificar la linea germinal puede dar
lugar a cambios genéticos heredables si la célula es utilizada para iniciar un embarazo
(Doudna, 2020). Si bien la edicién de la linea germinal cuenta con un uso generalizado
en animales hace afios, en seres humanos por consenso internacional solo se realizan
experimentos con embriones in vitro, tanto viables como no, pero sin la posterior
implantacién en el dtero. Al momento de redactar esta monografia no existen datos
empiricos que sugieran que la experimentacién con CRISPR significa un riesgo mayor.
El ideal seria comparar su uso y riesgos con otras tecnologias potencialmente peligrosas
en contextos cotidianos y meédicos, como por ejemplo'someterse a quimioterapia o

evaluar estadisticas respecto a un individuo sano sin exposicion a agentes mutagenicos
(Brokowski y Adli, 2019).

La discusion de uso para modificar la linea germinal humana desafia la actual
comprension de los mecanismos de reparacion del DNA, y debe considerar las posibles
consecuencias tanto a corto como a largo plazo bajo los reglamentos y guias bioéticas
impuestos hasta la fecha en cada laboratorio, pais e internacionaimente. A pesar de ser
una herramienta con multiples usos y de forma efectiva, su uso inicialmente implica
principios legales y bioéticos para proteger la dignidad humana, resguardar la integridad
del paciente y el contenido de la informacion genética para evitar el mal uso de ésta
(Gonzalez-Avila et al. 2021). Mientras tanto, los investigadores deben que considerar una

posible solucion a los riesgos a corto plazo e idealmente a largo plazo, al llevar a cabo
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un experimento. En concreto, se deben analizar cuidadosamente todas estas
aplicaciones de CRISPR-Cas9 para que sea manejada con cuidado, ya que es una

técnica con la cual se pueden lograr grandes avances para la humanidad.
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