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Objetivos
Objetivo General

Se empleara como modelo tedrico de estudio a la herramienta de edicidon gendmica CRSIPR/Cas y
su posible aplicacion como opcidn terapéutica alternativa al actual esquema de tratamiento
farmacolégico contra enfermedades monogénicas ofrecido por la Ley General de Salud en México,
para determinar la factibilidad de su aplicacién practica-clinica tras analizar, constatar, y comparar
las leyes, reglamentos o normativas imperantes concernientes a la edicion de embriones humanos
viables en nuestro pais.

Objetivos Especificos

e Analizar de manera breve los aspectos éticos de la edicién gendmica de embriones humanos
tomando como base los 4 principios de la bioética.

e Identificar a las poblaciones mexicanas con mayor riesgo de transmitir y padecer una
enfermedad monogénica para determinar los posibles factores de riesgo relacionados.

e Establecer la posibilidad de realizar la edicion gendmica de embriones humanos en México
tomando como referencia el marco juridico que vela por la proteccion de estos.

e Encontrar las deficiencias o posibles problemas para la aplicacion clinica de CRISPR/Cas
tomando como referencia los programas nacionales en curso, y llegados a término, que
contemplen el diagndstico y tratamiento oportuno enfermedades monogénicas.

Metodologia de investigacion

Se realizard una recopilacion y revision bibliografica en el lapso de un afo de agosto del 2016 al
2017, tanto de libros, documentos gubernamentales oficiales, y revistas indexadas especializadas
en los temas de edicién gendmica, biologia molecular, genética molecular, ética aplicada, ética
contemporanea, bioética, derechos humanos, salud publica, y farmacoeconomia empleando los
motores de busqueda accesibles por medio de la biblioteca del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica. Se limitara la busqueda mediante las palabras clave: germline genome editing, ethics of
germline editing, monogenic disorders and treatments, genetic and genomic disorders, CRISPR/Cas
germline editing, modern science ethics, applied philosophy of ethics, bioethics of germline editing,
mas las sugeridas por ambos asesores. La depuracién de la informacidon se hard en base a los
objetivos del trabajo tras leer el titulo, resumen, introduccion, titulos de temas abordados vy
conclusiones del articulo o capitulo de libro.



Glosario
Advocacy associations.- término anglosajon que hace referencia a las organizaciones no
gubernamentales que ofrecen ayuda integral a los pacientes y necesitados
ADN.- acido desoxirribonucleico
ARNg.- 4cido ribonucleico guia empleado en el sistema CRISPR/Cas; adaptado del término en inglés
gRNA
ARNmM.- acido ribonucleico mensajero
ARNNnNCc.- 4cido ribonucleico no codificante; adaptado del término en inglés noncoding-RNA
ARNpnc.- acido ribonucleico pequeio no codificante; adaptado del término en inglés small-
noncoding-RNA
CBCM.- cuadro basico y catalogo de medicamentos del Consejo de Salubridad de México
CFDA.- siglas en inglés de la Chinese Federal Drug Administration o Administracion Federal China de
Medicamentos
Cascade.- término en inglés para CRISPR-associated complex for antiviral defense
CONEVAL.- siglas referentes al Consejo Nacional de Evaluacién de la Politica de Desarrollo Social
CRISPR/Cas o CCas.- siglas en inglés referentes a la herramienta de edicién gendmica clustered
regularly interespaced palindromic repeats
crRNA.- término en inglés para CRISPR-RNA
crRNP.- término en inglés para CRISPR-Ribonucleoprotein
crRNA-ec.- término en inglés para CRISPR-RNA-effector complex
CsF.- clinicas de fertilidad
DGP.- diagndstico genético preimplantacional
DUGHDH.- Declaracidn Universal del Genoma Humano y Derechos Humanos
DSS.- determinantes sociales de la salud
DxN.- diagndstico neonatal
EG.- edicién genémica
EHRs.- enfermedades huérfanas y raras
ELG.- edicién de la linea germinal
ELGH.- edicidn de la linea germinal humana
EMA .- siglas en inglés referentes a European Medicine Agency o Agencia de Medicamentos Europea
EMG.- enfermedad monogénica
EnG.- enfermedad genética
EUCERD.- siglas en inglés referentes a European Union Committee of Experts on Rare Diseases o
Comité de Expertos en Enfermedades Raras de la Unidn Europea
FDA.- siglas en inglés para Food and Drug Administration o Administracion de Alimentos y
Medicamentos
FEMEXER.- Federacién Mexicana de Enfermedades Raras
GWAS.- siglas en inglés para definir al estudio de asociacién del genoma completo, o genome-wide
association study.
Hairpin.- término en inglés para bucle
I&D.- investigacion y desarrollo
Indels.- abreviacién para inserciones y deleciones
ISCN.- siglas en inglés para el organismo internacional de nomenclatura en citogenética humana.
LGS.- Ley General de Salud, México
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naive.- término anglosajon empleado en biologia para hacer referencia a una “primera vez” o sin
molde previo

NIH.- Instancia gubernamental del gobierno de los Estados Unidos de América. Corresponden a las
siglas de los Institutos Nacionales de Salud, o National Institutes of Health.

NsEG.- nucleasas para la edicion gendmica

OMS.- Organizacion Mundial de la Salud

ONG.- Organizacién no gubernamental

ONM.- oligonucleétido monocatenario

PAM.- siglas en inglés para Protospacer adyacent-motif o motivo adyacente al protoespacioador
PGH.- Proyecto Genoma Humano

pre-crRNA.- siglas en inglés que hacen referencia al crRNA inmaduro

primed.- término anglosajon qué designa a algo que ya cuenta con un modelo previo

PRIs.- poblaciones rurales e indigenas

RDC.- ruptura de doble cadena

RH.- reparaciéon homéloga

RgH.- Acta de Regulacion Huérfana

RLGSeMIS.- Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigaciéon para la Salud,
México

sgRNA.- siglas en inglés para single-guided RNA, o ARN guia sencillo.

SSA.- Secretaria de Salud, México

TALENSs.- siglas en inglés para Transcriptional activator like effectors nuclease o nucleasas efectoras
semejantes a activadores transcripcionales

TAR.- tecnologia de asistencia reproductiva o tecnologia de reproduccion asistida

tracrRNA.- siglas en inglés para trans-activating-CRISPR-RNA

UTNH.- unién terminal no homdloga

VSN.-variante de un solo nucleétido

VSNns.-variante de un solo nucledétido no sinénima

ZFN.- siglas en inglés para Zinc fingers nuclease o nucleasa dedos de zinc
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Introduccion

Las enfermedades de origen genético o gendmico son un conjunto de patologias cuyo fenotipo
patoldgico es variable, con dafios en un tejido particular o sistémico. Estas enfermedades se
clasifican en monogénicas y poligénicas, afectando a un gen o a varios. A pesar de presentar
fenotipos patoldgicos distintos ambos grupos comparten la caracteristica de un daino genético o
gendémico reflejdndose, principalmente, en la ausencia, sobre expresién o mal funcionamiento de
su producto expresado. El disefio de opciones terapéuticas y manejo de la enfermedad es variado y
dependiente del como el gen dafiado o la combinacidn de estos afectan al paciente, lo que deriva
en la viabilidad de poder disefiar o no un producto biofarmacéutico o farmacéutico. Otra
caracteristica que comparten varias de las patologias tanto monogénicas como poligénicas es una
baja prevalencia en la poblacidon por lo que éstas se agrupan en un grupo conocido como
Enfermedades Raras y Huérfanas, las cuales engloban ambas caracteristicas ya descritas, baja
prevalencia y la ausencia de opciones terapéuticas viables (Brinkman R, et al., 2006).

Antes de 1995 tanto la industria farmacéutica y biofarmacéutica limitaba la investigacién y
desarrollo de nuevos medicamentos para enfermedades monogénicas y poligénicas debido al riesgo
econdmico que conlleva dicha investigacidn, por lo que en ese afio el gobierno de los Estados Unidos
promulgo el Acta de Medicamentos Huérfanos. En dicha acta se plantea beneficios econémicos y
exclusividad de mercado para las compafiias biofarmacéuticas y farmacéuticas que disefien y lleven
al mercado medicamentos para enfermedades raras y huérfanas. Este modelo econdmico
propuesto por los Estados Unidos fue rapidamente adoptado y puesto en practica por otros
gobiernos alrededor del mundo para asegurar un continuo desarrollo de medicamentos para la
poblacidn menesterosa; a pesar de ello, prevalecen varios problemas para lograr la aprobacién y
comercializacion del medicamento relacionados a las regulaciones imperantes en materia del
disefio y prueba de los nuevos medicamentos a nivel tanto nacional como internacional. A pesar de
las inversiones millonarias son pocos los medicamentos que llegan al mercado y al hacerlo poseen
precios muy altos haciéndolos casi impagables. Recientemente ha habido una leve tendencia a la
baja en el precio comercial para los medicamentos destinados a cdnceres raros, mas no para el
resto. Entre las enfermedades raras y huérfanas destacan mads de 4,000 enfermedades monogénicas

diagnosticadas a la fecha, de las cuales aproximadamente menos del 5% cuenta con un tratamiento
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aprobado. Los medicamentos disponibles para algunas enfermedades monogénicas, especialmente
aquellos destinados a un reemplazo enzimatico, poseen los precios mas altos en el mercado
internacional, entre los $250,000 a poco mas de $400,000 ddlares por dosis la cual es requerida
semanalmente o mensualmente por el resto de la vida del paciente (Phillips MI., 2013).

Debido a los altos costos de los medicamentos y en muchos casos una baja efectividad para
mantener la integridad del paciente, se han buscado alternativas para poder suplir los actuales
tratamientos disponibles y asi ofrecer al paciente y a su familia una mayor calidad de vida. Mediante
las diversas aplicaciones clinicas de las tecnologias genémicas se ha podido estudiar con mayor
escrutinio a este grupo de enfermedades, mejorando asi su diagndstico y buscando mejorar su
tratamiento por medio de la terapia génica o celular, ya que no existe mejor terapia que aquella que
logre restaurar la funcidn del gen disfuncional. Por medio de la terapia génica o celular se pretende
disefiar de manera especifica la secuencia candnica del gen e insertarla nuevamente en la célula o
reemplazar la mayor cantidad de tejido disfuncional de manera ex vivo. Al igual que con cualquier
otra tecnologia o herramienta novedosa la terapia génica y celular han tenido sus historias de éxito
y fracaso. A la fecha existen 2463 protocolos de investigacion activos para diversas enfermedades;
sin embargo, desde 1989 al 2016 solo se ha logrado la comercializacién de un solo medicamento
basado en terapia génica para una enfermedad metabdlica relacionada al metabolismo de lipidos y
ninguna autorizada para terapia celular. (Wirth T, et al., 2013).

El trabajo de laboratorio para el desarrollo de terapia génica y celular estd sujeto a la
casuistica al momento de comprobar la integraciéon y funcionamiento de lo realizado, por lo no
siempre ha sido del todo efectivo. Entre los afios 2012 y 2013 hubo un avance importante
relacionado a las herramientas de modificacién genética. Basada en el sistema inmune de las
bacterias, el sistema CRISPR/Cas es capaz de reconocer mediante un RNA guia una secuencia diana
especifica, cortar ésta mediante su nucleasa en ambas hebras de DNA y al proveer a la célula de Ia
secuencia deseada ésta es capaz de introducirla en el sitio de corte remplazando asi la secuencia
anterior por una disefiada exprofeso (Charpentier E, Doudna JA., 2014; Charpentier E, et al., 2012).
A finales del afio 2013 se comenzd a trabajar la edicidén de lineas celulares humanas y de ratones
mediante el sistema CRISPR/Cas obteniendo resultados sobresalientes como una alta precision al
reconocer la secuencia blanco y al anadir la secuencia exdgena se observé una baja tendencia off-
target, baja tasa de indels y aunado a esto se vislumbrd la posibilidad de escalar la modificacidon no

de un solo gen por vez sino a varios a la vez (Cong L, et al.,2013).
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En el aflo 2015 un grupo de investigacion empleo el sistema CRISPR/Cas para editar por
primera vez embriones humanos y eliminar una enfermedad monogénica. En dicho experimento se
emplearon embriones humanos triploides y debido a la inviabilidad de éstos no fue posible obtener
resultados sélidos sobre la capacidad del sistema CRISPR/Cas como herramienta terapéutica en
embriones humanos al encontrar una baja eficiencia de reparacion de la secuencia deseada,
mosaicismo, y cortes fuera del lugar al cual fue dirigida la nucleasa (Huang J, et al., 2015). A pesar
de que el comité de ética de la Universidad de Sun Yat-Sen ,dénde fue llevado a cabo el estudio,
aprobd éste debido a la inviabilidad de los embriones se inicié un debate a nivel internacional entre
la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos, El NIH, La Academia China de Ciencias y la
Real Sociedad de Londres sobre la responsabilidad inmanente de las mujeres y hombres de ciencias
al editar la linea germinal humana. Dicho debate se dividié en dos posturas, quienes afirman que
bajo ninglin motivo es correcta la aplicacién de la edicidn de la linea germinal humana debido a la
existencia de técnicas de reproduccién asistida y diagndstico pre-implantacional, y otros quienes
defienden que la edicién de ésta es adecuada como opcidn para el tratamiento de enfermedades
monogénicas. Al finalizar el debate se llegd al acuerdo de una moratoria sobre la prohibicién de
continuar la investigacién en la edicion de la linea germinal humana con aplicacién clinica, y trabajar
en regulaciones adecuadas para su aplicacién tanto clinica como de investigacién basica con el
objetivo de evitar practicas nocivas en un posible mercado negro y turismo médico en dénde la
legislacidon en genoma humano y edicién de este no se encuentren reguladas o mencionadas por sus
leyes (Wade N., 2015).

Ninguno de los grupos de trabajo que formaron parte los debates son autoridades legales
de lo que es posible hacer y lo que no, por lo que al poco tiempo de terminada la reunién se
publicaron dos trabajos de investigacion con embriones humanos para eliminar enfermedades
monogénicas (Kang X, et al., 2016; Liang P, et al., 2015). Paises como China, el Reino Unido, Suecia
y ciertas regiones federales de los Estados Unidos permiten la creacién exprofeso de embriones
humanos para la investigacién bdsica pero no la implantacidon de estos para llevar a término un
embarazo (Cavaliere G., 2017). A la fecha existen 20 protocolos de investigacion clinica que
aprueban el uso de CRISPR/Cas, su gran mayoria se llevan a cabo en China, para tratamiento de
diferentes canceres o inmunodeficiencias basandose en la edicidn de las lineas somaticas y posterior
re-insercion al cuerpo del paciente (Olena A, 2017). Por otro lado, los trabajos publicados que
buscan la edicién de la linea germinal humana con CRISPR/Cas son pocos y no existe una

periodicidad en su publicacion; sin embargo, cada uno de ellos ha terminado con la destruccion del
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embridn por norma, obteniendo diferentes resultados en cuanto a la practicidad y aplicabilidad
clinica. Los autores de los articulos publicados no descartan su continua investigacién y aplicacion
futura cuando la tecnologia desarrollada llegue a probar su completa seguridad (Vassena R, et al.,
2016).

A mediados del afio 2016 se llevé a cabo en México un procedimiento de manipulacion
embrionaria para remplazo mitocondrial. El trabajo clinico fue llevado a cabo con éxito, y de hecho
el bebé que nacid actualmente goza de perfecta salud. La cobertura mediatica fue inmediata y entre
las declaraciones realizadas por los responsables del procedimiento se destacé el hecho que México
no cuenta con una regulacion fuerte en cuanto al genoma humano, tampoco cuenta con una
regulacién en materia de reproduccién asistida y lo poco que estd disponible permite una libre
interpretacion a lato sensu para la aplicacidn de cualquier procedimiento. La declaracidn anterior
tardo poco tiempo en politizarse con dos partidos politicos previendo una regulacién ajustada de la
metodologia en materia de reproduccién asistida y prohibiendo cualquier modificacién al genoma
humano al considerarlo como poco ético (Cavaliere G., 2016). A la fecha no ha habido mas
declaraciones por parte de las cdmaras de diputados y senadores de México.

Es importante considerar y ponderar de manera adecuada los riesgos y beneficios que se
obtendrian de permitir primeramente la investigacion bdsica y posterior aplicacion clinica
terapéutica de la modificacién del genoma humano a partir de la linea germinal. En México existe
un numero desconocido de pacientes afectados por enfermedades monogénicas y el tratamiento
farmacolégico disponible no es el mas amplio por lo que diversas organizaciones no
gubernamentales se han dado a la tarea de concientizar a la poblacién de las necesidades especiales
de estos pacientes y buscar donaciones para tratamientos no disponibles en México. Considerando
la problematica anterior que sufren los pacientes y sus familias, la herramienta de edicién gendmica
CRISPR/Cas es una opcion que debe ser considerada por las legislaciones mexicanas y la opinién
publica pues al realizar un analisis consecuentalista de la situacion el beneficio podria extenderse a
no solo las parejas afectadas que deseen tener un hijo sano, sino a la poblacion en general al ofrecer
una alternativa en caso de no saber que también son portadores sanos de una enfermedad
monogénica.

La introduccion de CRISPR/Cas para la edicion de la linea germinal humana a cualquier
sistema de salud plantea serios problemas y dilemas éticos, sociales, y econdmicos tanto para el
sector publico como el privado pues es necesario buscar un bien comun y no solo para un sector

poblacional. Otro problema es la adecuacién de las legislaciones para que a la larga se permita la
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modificacién de la linea germinal al emplear para ello un embridn humano viable y asi mismo,
garantizar que el producto de una concepcién mediante la edicién gendmica goce de todas las
garantias y derechos que una persona concebida de manera natural y viceversa. Lo importante no

es prohibir sino regular de manera adecuada en base a las necesidades conocidas y las nacientes.
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Capitulo 1 “Edicién Gendmica”

1.1 El Genoma Humano

La triada vida-enfermedad-muerte ha cautivado a la humanidad desde los albores de la misma
adjudicando la causante a los malos humores, a demonios o al pecado original. Al avanzar el estudio
de la salud humana se amplia a su vez el conocimiento de las diferentes etiologias causantes de
enfermedad y muerte. Las primeras etiologias descritas involucran a los microorganismos vy
parasitos; sin embargo, una persona logré describir una relacién “familiar” entre pacientes
afectados. Al Dr. Sir Archibald Garrod se le adjudica la primera descripcién de una enfermedad
genética al evaluar su caracter recesivo entre los miembros de varias familias estudiadas (Porteus
MH., 2015), en su momento él lo denomind “un caracter heredable” y dejé de lado el estudio

bioldgico para concentrarse en las causas quimicas de la alcaptonuria.

Gracias a los grandes avances de la medicina se han podido vislumbrar las diferentes
etiologias de enfermedades humanas, destacando entre ellas las de origen genético. Las primeras
descripciones de enfermedades genéticas incluian analisis del nimero final de cromosomas, mas,
ello sélo aplica para ciertas patologias dejando de lado a todas aquellas en las cudles modificaciones
estructurales o en el nimero de copias de cromosomas no estaban alterados (Gersen SL, Keagle
MB., 2013). Poco a poco se comenzé el estudio molecular de los cromosomas y sus regiones, dando
comienzo a la era de la biologia molecular y a su vez de la conceptualizacién del genoma.

El estudio de la genética humana ha impulsado una vasta cantidad de proyectos enfocados
en el mejoramiento de la salud y entendimiento de las enfermedades que han aquejado a la
humanidad. A inicios de 1990 se tenia un conocimiento basico del funcionamiento de los genes y su
relacidon con enfermedades humanas; sin embargo, no se veia venir un tratamiento adecuado para
todas ellas. Asi pues, la légica empleada fue -si encontramos la causante genética de una
enfermedad podemos disefar plataformas de diagnéstico temprano y finalmente llegar a un
tratamiento personalizado-, y de esta forma surge a principios de la década de 1990 el primer
proyecto de cooperacion internacional para la investigacion gendmica humana. El Proyecto Genoma
Humano (PGH) nacié con el objetivo de develar la posicion y funcion de cada uno de los genes

contenidos en los 23 pares de cromosomas. Asi mismo, el PGH prometia crear un “genoma de
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referencia” contra el cual cotejar las diferentes variables genéticas relacionadas a una patologia y
corregirlas exprofeso mediante la introduccién de la variable candnica. En si, el PGH planteaba dar
inicio a la era de la medicina personalizada (Olson MV., 1993; Green ED, et al., 2011).

El PGH parte del paradigma “un gen, una proteina” basado en el primer modelo del dogma
central de la biologia molecular, que llevd a la especulacion (fuertemente arraigada entre los
cientificos) de la existencia de entre 50,000 a mas de 100,000 genes codificantes funcionales. Este
punto de partida fue de gran importancia debido a que se pensaba que gran parte del genoma
humano era enteramente codificante y de ser asi el mapeo completo del mismo no tomaria mas de
5 afios (Dham R., 2005).

Tras 12 afios de secuenciar pequefios fragmentos, armarlos y estructurarlos en un orden
légico el PGH comenzd a dar sus primeros frutos. En el afio 2001 dos grupos de investigacion
independientes publicaron los primeros borradores del genoma humano con resultados
sorpresivos. Entre ellos y de los mas importantes es que el genoma humano no posee mds de
100,000 genes codificantes como se habia hipotetizado, sino que sélo el 1.1% del genoma humano
es codificante. El genoma humano se compone de ~3.2 mil millones de pares de bases, de las cuales
solo ~35 millones de pares de bases son responsables de ~180,000 exones correspondientes a poco
mas de 20,000 genes (Venter CJ, et al., 2002; Lander ES, et al., 2001). Tras la culminacion del PGH
nacid la division y clasificacién del genoma humano de acuerdo con su capacidad de expresar un
producto funcional, ya sea en regiones codificantes y regiones no-codificantes también conocidas
como ADN basura.

Las regiones codificantes del ADN fueron las primeras y mas ampliamente estudiadas,
incluso antes del PGH, en diferentes procesos celulares tanto de homeostasis como patologias. Tras
terminar el PGH fue posible determinar que los genes y exones resultantes de estas regiones poseen
una gran variabilidad sujeta al splicing-alternativo por el cual cada uno de los exones es sometido.
Ejemplo de lo anterior es el gen de la histona H1A, cuya secuencia génica es de 781 nucledétidos sin
intrones que resultan en una proteina de 215 aminodacidos; por otro lado, la distrofina abarca mas
de 2.2 millones de pares de bases, que resultan en 79 exones, mientras que la titina abarca 281,434
pares de bases pero genera 364 exones (Marian AJ., 2015). Esta relacidn entre intrones-exones-
longitud del gen se adjudica a mecanismos evolutivos de millones de afios y aln no existe una
respuesta contundente (Bernardi G., 2008). Es importante recalcar que todo el proceso de expresion
de un gen se dice facil, mas involucra mecanismos altamente regulados para mantener la

homeostasis celular (Alberts B, et al., 2008).
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Por otro lado, las regiones no-codificantes del ADN son mads variadas y estan compuestas
por multiples elementos entre los que destacan: pseudogenes, regiones intrénicas, secuencias
reguladoras del ADN como promotores, potenciadores, silenciadores e insuladores, secuencias
repetitivas y secuencias relacionadas a elementos genéticos moviles llamados transposones
(Riethoven JJ., 2010; Salzberg SL, et al.,, 2011). A pesar de que desde 1960 las regiones no-
codificantes del ADN ya eran conocidas faltaba revelar su papel en la biologia celular, en qué
proporcién se encontraban y en ddnde. Las primeras regiones no-codificantes del ADN en ser
estudiadas y asignarles un papel biolégico fueron las secuencias reguladoras del ADN e intrones, a
quienes corresponde entre el 8-20% y 26% del genoma humano, respectivamente (The ENCODE
Project Consortium., 2013). Posteriormente, las regiones repetitivas del ADN fueron vistas como
marcadores bioldgicos en analisis forense, genealogia, patologias e integridad telomérica (Salzberg
SL, et al.,, 2011), mientras que los diferentes elementos méviles del ADN fueron concebidos como
los “arquitectos” del genoma al tener la capacidad de integrarse en diferentes posiciones génicas y
promover eventos de mutagénesis o inversiones y translocaciones de secuencias gendmicas
completas (Morell SH., 2014, 1-26). Recientemente se ha comprobado que las regiones no-
codificantes del ADN en realidad si son codificantes. Este fendmeno se conoce como transcripcion
penetrante o profunda (adaptado del término en inglés pervasive transcription) en el cual se da
lugar la generacidon de >50,000 ARNs-no-codificantes (ARNnc), incluyendo >2,000 microARNs.
Muchos de estos dos ultimos elementos estan involucrados en el mantenimiento de la estabilidad
del genoma y la correcta regulacion de la produccién de proteinas (Marian Al., 2015; Bird A., 2013).

Es asi que tanto la combinacion de las secuencias codificantes y no-codificantes se
involucran en los procesos de expresion y mantenimiento del genoma humano; una guarda y
expresa mientras la otra regula parte del proceso. Tras terminar el PGH se dieron a la tarea de
comenzar a emplear los resultados y los conocimientos técnicos adquirido durante los 12 afos de
investigacion. Una de las primeras aproximaciones fue en el dmbito del diagndstico para la
secuenciacién personalizada del genoma debido a la gran abundancia de variantes en cada ser
humano que pudiesen estar relacionadas a patologias. Las primeras dos personas en ser
secuenciadas y hacer publicos los resultados con la comunidad cientifica entre los afios 2006 y 2008
fueron el Dr. John Craig Venter y el Dr. James D. Watson. El genoma del Dr. Watson comprende
cerca de 3.3 millones de variantes de un solo nucleétido (VSNs), incluidas >10,000 variantes de un
solo nucledtido no-sindnimas (VSNns); de las cudles 7.3% son posiblemente patogénicas, y 310

VSNns implicados en enfermedades humanas. Asi mismo, el Dr. James D.Watson posee en su
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genoma 10 variantes génicas relacionadas a enfermedades monogénicas recesivas con un alto grado
de penetrancia, y hasta donde es sabido, él y sus hijos no padecen ninguna de las enfermedades a
las que estaban predispuestos. Caso similar es el Dr. John Craig Venter (Marian AJ., 2015). La
categorizacion distintiva de variantes clinicas es y ha sido un gran reto para las biociencias estando
siempre sujetas tanto a falsos positivos y falsos negativos.

El fenotipo “expresado” por un genoma es la resultante de la confluencia de una gran
variedad de factores genéticos y ambientales, donde cada uno contribuye a su manera en la
expresion gendmica. Las variantes genéticas en cada uno de nosotros (logro importante del PGH)
son importantes determinantes del fenotipo, pero su efecto ponderado es variado con rangos de lo
despreciable hasta importante, incluidas aquellas con una penetrancia casi completa (Marian Al.,
2015; Bird A., 2013).

El genoma humano es una unidad compleja, con la capacidad de responder a estimulos
celulares y ambientales. Parte de esta capacidad de respuesta es estudiada bajo los elementos
funcionales del ADN que incluyen genes codificantes de proteinas y ARNnc, versiones candnicas y
variantes de transcritos, diferentes sitios de interaccion proteina-material genético, proteinas
mitocondriales contenidas en el genoma nuclear y epigendémica/ epigenética (The modENCODE
Consortium, et al., 2010). Es en este punto cuando “genoma” comienza a ser visto como algo mas
alla del cddigo genético, o de meras instrucciones; ya que la unicidad del correcto funcionamiento
celular subyace no sélo en el nimero de genes, sino en el complejo control y regulacién de los
mismos en cuanto al cdmo, cudndo y dénde deben ser expresados.

Per se cada célula en nuestro organismo estd formada por el mismo material genético
nuclear, sin embargo, este no se encuentra “libre” dentro del nucleo celular, sino enrollado en
complejos de proteinas llamadas histonas; éstas estan sujetas a modificaciones post-
transduccionales como metilacién y acetilacion, pero sin cambiar la secuencia original en la doble
hebra. Esto permite una regulacién continua del estado de la cromatina para permitir o denegar el
acceso a reguladores de la transduccidn especificos. Lo anterior da lugar en parte a todos los linajes
celulares mediante la expresién diferencial de genes. La mayoria de estas diferencias vy
exclusividades en la expresion de los genes surgen durante el desarrollo primario embrionario y son
retenidas durante la mitosis, regulando asi complicados patrones de expresién ya en la vida adulta.
Este campo de la epigenética/ epigendmica tuvo un importante incremento en produccidn cientifica
en el campo de la oncogendmica al descubrir ciertas regiones de genes sujetos a una hipermetilaciéon

diferencial en protooncogenes, que resultaban en la malignizacion tisular o mantenimiento de un
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estado de salud (Bird A, Jaenisch R., 2003). Recientemente se ha encontrado que no sélo regiones
en el genoma e histonas son susceptibles a estos cambios epigenéticos, también lo son los ARNs
mensajeros (ARNm). Resulta ser que estos intermediarios en la expresién de un gen poseen
complejos patrones de metilacién que se relacionan con la regulacién y mantenimiento de la
expresion en diferentes tejidos y patologias. A este proceso se le ha denominado epitranscriptomica
(Chi KR., 2017).

El estudio del genoma humano ha abierto la puerta a muchos proyectos de investigacion
como: los 100 o los 1000 genomas; ENCODE; El Genoma de la Republica Popular de China; El
Genoma Coreano; El Genoma Mexicano; mapas epigenéticos/ epigendmicos de tejidos humanos;
librerias de ARNs largos no-codificantes; librerias de ARNm; secuenciacién de genoma completo;
secuenciacion de exoma completo; estudios de secuenciacion de genoma completo (GWAS/WGAS);
busqueda y asignacién de variantes genéticas en diversas patologias; y un largo etcétera; todo lo
anterior estd en funcion de determinar posicion, funcidn(es), relacion(es), interaccion(es),
diferencias y similitudes entre los genes contenidos en los 23 pares de cromosomas. La intencidn de
muchas investigaciones es acercarnos un poco mas a la utopia de la medicina personalizada.

A pesar de que por poco mas de 30 afios se ha estudiado al genoma humano, actualmente
no existe una definicién acordada entre cientificos y legislaciones para el término “genoma”; sin
embargo, de manera general, se emplea para hacer referencia a la secuencia polimérica completa
de cuatro nucleétidos dispuestos de manera particular que conforman el material genético de un
organismo. Es comun el entender y conceptualizar al genoma como una secuencia, o cédigo,
inmutable y heredable que contiene todas las indicaciones para formar a un organismo. Si bien es
cierto que el genoma esta conformado por la polimerizacién de cuatro bases nitrogenadas
posicionadas en un orden particular de pequefios bloques de informacién llamados genes y estos a
su vez expresan un producto funcional, el genoma va mas alld de una aproximacién simplista y
determinista con grandes repercusiones en salud y enfermedad.

La investigacion del genoma humano ha planteado retos para todos los campos de las
biociencias pero a su vez desencadend una serie de dilemas ético-juridicos, muchos de los cuales se
discuten aun hoy en dia. Esta serie de problemas se pueden resumir en 4 categorias que competen

tanto al derecho como a las regulaciones internacionales en materia de:

a. Manipulacidn genética (embriones, quimeras, clonacion, etc).
b. Tratamiento y proteccidon de la informacion genética.
C. Discriminacion fundada en razones genéticas.
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d. Apropiacion del material genético, comprendiendo el régimen de acceso. (Dario Bergel;
2002)

La serie de problematicas mencionadas engloban una serie de dilemas que conllevan de
manera directa o indirecta tanto a la eugenesia positiva y negativa; siendo este ambito eugenésico
el mas ampliamente debatido y cuestionado ya que la divisidon entre una aplicacién correctiva y una
eugenésica es casi inexistente e histéricamente su aplicacion ha terminado en catdstrofes
humanitarias. (Knoppers B., 1999, citado por Dario Bergel., 2002).

Por esta serie de problemas la UNESCO se did a la tarea de proclamar en 1997 la Declaracién
Universal sobre el Genoma Humano y Derechos Humanos (DUGHDH); la cual vincula al género
humano, siendo éste un ente bioldgico-social, y sus inmanentes derechos para evitar actos de
violencia o discriminacidn como los vistos en la Segunda Guerra Mundial (UNESCO,1997).

La DUGHDH establece que:

Articulo 1.- El genoma humano es la base de la unidad fundamental de todos los miembros
de la familia humana y reconocimiento de su dignidad intrinseca y su diversidad. En sentido

simbdlico, el genoma humano es el patrimonio de la humanidad.

Articulo 2.-
a. Cada individuo tiene derecho al respeto de su dignidad y sus derechos, cualesquiera que sean
sus caracteristicas genéticas.
b. Esta dignidad impone que no se reduzca a los individuos a sus caracteristicas genéticas y que

se respete el cardcter unico de cada uno y su diversidad.

Articulo 3.- El genoma humano, por naturaleza evolutivo, estd sometido a mutaciones.
Entrafia posibilidades que se expresan de distintos modos en funcion del entorno natural y social de
cada persona, que comprende su estado de salud individual, sus condiciones de vida, su alimentacion

y su educacion.

Articulo 4.- El genoma humano en su estado natural no puede dar lugar a beneficios

pecuniarios.

En ella rezan los principios basicos de igualdad y no discriminacidon que se deben tener

considerando que cada uno de nosotros compartimos aproximadamente el 99.09% de nuestro
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genoma con nuestros congéneres y es en aquella fraccidon sobrante dénde recae la gran diversidad
de la humanidad. Esta declaracién senté la base para que diferentes paises también adoptaran
medidas para la proteccion del genoma humano. Es por ello que cada legislacidén posee diferentes
definiciones formales y sustantivas del mismo. Paises como EUA, Canad4, Alemania, Argentina y
Espafia actualmente cuentan con drganos e instrumentos legales bien definidos de lo que es posible
realizar en investigacion del genoma humano, pero sobre todo de lo que es y que define al genoma
humano (Jirgen; 2002). Es importante volver a recalcar que en la actualidad no existe una definicion
acordada entre los cientificos, paises o legislaciones para el término “genoma”, empero
comunmente se emplea para hacer referencia a la secuencia completa de nucleétidos que
conforman el cédigo genético de un organismo. No es finalidad del presente trabajo realizar una
comparacion entre las diferentes legislaciones; mas es importante dar a conocer que cada pais tiene
definiciones y acercamientos diferentes para el genoma humano.

En el afio 2011 en México se afiadié a la Ley General de Salud (LGS) el capitulo Quinto Bis
que comprende los articulos 103 Bis al 103 Bis 7, el contempla al genoma humano. El Articulo 103
Bis establece que “El genoma humano es el material genético que caracteriza a la especie humana
y que contiene toda la informacion genética del individuo, considerdndosele como la base de la
unidad bioldgica fundamental del ser humano y su diversidad”. En el resto del capitulo también se
hace referencia a la no-discriminacién, confidencialidad de la informacion genética, objetivos de la
investigacion en pro de la salud, y cada individuo es propietario de su informacion genética.

Tanto la mencionada Declaracién, como la LGS consideran al genoma humano como un
profundo vinculo para nuestra especie e induce a la reflexién sobre la igualdad de las personas y
entre personas, lo que se ve traducido en el principio de no-discriminacién. Una parte importante
de la aproximacidon compartida tanto por la DUGHDH y la LGS es que contemplan las multiples y
complejas interacciones que suceden dentro de las células y dan como resultado un fenotipo, esto

es, que no lo ven una estructura bioldgica inalterable sino como una estructura dindmica.

1.2 Edicion Gendmica y sus mecanismos

La edicion gendmica (EG), previamente llamada targeting de genes, es un método para modificar
una o varias secuencias de nucledtidos en el genoma de un organismo. El proceso fundamental de
la EG depende de crear en el ADN rupturas especificas llamadas rupturas de doble cadena (RDC;
adaptado del término en inglés double-strand-brakes), tras lo cual la célula empleard sus

mecanismos de reparacién de RDC para arreglar el dafio inducido viéndose reflejado en cambios
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especificos de nucleétidos en la secuencia. Al modificar mediante RDC al ADN, los cientificos han
podido dirigir los mecanismos de reparacidn endégena para crear modificaciones gendmicas
especificas como substituciones de un solo nucledtido, deleciénes tanto largas y cortas, e insercion
de secuencias exdgenas de ADN en regiones gendmicas deseadas.

La célula posee dos mecanismos principales para la reparacion de las rupturas de doble
cadena, union terminal no-homéloga (UTNH; adaptado del término en inglés non- homologous end
joining) y recombinacion homdloga (RH; adaptado del término en inglés homologous
recombination). En un proceso de UTNH, ambos fragmentos terminales de la hebra rota del ADN
son ligados nuevamente mediante una serie de pasos que involucran a las proteinas Ku70, Ku80,
ADN-PKcs, ADN ligasa 4, y proteinas XLF; este proceso de ligamiento se conoce como zurcido
molecular. Generalmente, las regiones terminales creadas tras el corte con nucleasas son reparadas
con alta fidelidad (> 70%) y al volverse a unir los extremos no se crean mutaciones por UTNH
(Porteus M., 2016; Davis AJ, Chen DJ., 2013). Este mecanismo no requiere de un molde previo de
ADN para re-ligar la cadena de ADN; sin embargo, es proclive a errores y es comun observar
inserciones y/o delecidnes (indels) en el sitio donde fue llevado a cabo el corte inicial. Los indels son
causados debido a la actividad prolongada de la nucleasa empleada, la cual vuelve a cortar en el
sitio que fue previamente reparado y re-ligado, creando nuevamente otra RDC lo que
eventualmente llevard a formar indels en el sitio de corte. A lo anterior se le debe anadir la
complejidad del dafio a reparar, por lo que la célula dispondra de multiples enzimas que cortaran o
modificaran los extremos terminales para llevar a cabo la reparacion; es en este proceso en el cual
se pierden bases de la secuencia. Por otro lado, el evento de insercion involucra ADN libre que se
encuentra en el nucleo celular, el cual es incorporado durante el evento de reparacién. El tamaiio
de los indels es variado, pero usualmente involucra de 1-15pb pero pueden ser mucho mayores
(Porteus M., 2015; Davis AJ, Chen DJ., 2013).

El segundo mecanismo de reparacidon de RDC es el llamado RH, el cual es dependiente de
una secuencia homdloga, la cual estd disponible durante la fase G2 del ciclo celular. Durante el
evento de RH la célula identifica los extremos rotos y crea extremos libres 3°, los cuales
interaccionan fisicamente con una seccién de homologia al sitio del RDC creando un bucle-D y
emplea a ese homodlogo de ADN a manera de molde en un mecanismo en el cual se polimeriza la
seccidn homdlogay se liga al gen dafiado todo sin dafiar al molde inicial. De manera comun, el molde

empleado es la cromatida hermana. Durante la edicién gendmica selectiva mediante RH se ha visto

25



que la célula prefiere incorporar el ADN exdgeno en vez de invadir la secuencia homadloga (Porteus
M., 2016; Gersbach CA, Meader ML., 2016; Porteus M., 2015).

El mecanismo por el cual la célula elije como reparar una RDC es desconocido a la fecha.
Ambos mecanismos de reparacidn son esenciales en las células, mas defectos en cualquiera de las
fases de RH es resultante en muerte celular tras uno o dos ciclos celulares; por otro lado, defectos
en UTNH requieren de mas ciclos celulares antes de la muerte celular (Porteus M., 2015).

La evolucién de la EG provino de tres lineas de investigacién individuales, las cuales
compartian como objetivo la modificacion del genoma de un organismo. La primera linea de
investigacion se baso en la importancia del targeting de genes para modificar genomas celulares en
la cual se reparaba el ADN por RH. Este método poseia bajas tasas de eficiencia (en el orden de 10°®
a 107) debido a que no empleaba la induccién de RDC, por lo que no se consideré como opcién
terapéutica; sin embargo, sentd las bases para la EG. El segundo método se basé en la induccién
localizada de una RDC, tras lo cual se estimulaba la via de reparacidon RH lo que corregia el dafio en
el ADN. La induccién de RH por RDC aumentaba entre 100 a 50,000 veces la eficiencia de reparacion
(dependiente del tipo celular y condiciones de experimentacion), mas solo el 5% de las células en
cultivo presentaban la reparacidn del gen. El tercer método se basé propiamente en la ingenieria de
nucleasas para disefiarla exprofeso a un sitio especifico. Para lo anterior se fusioné un dominio de
union al ADN tipo dedo de zinc a una nucleasa de restriccidn tipo Il Ilamada Fokl, con lo cual se podia
disenar el sitio de unidn y secuencia mediante la modificacién del dominio dedo de zinc y asi dirigir
el corte (Porteus M., 2016; Gersbach CA, Meader ML., 2016; Porteus M., 2015; Barbas Ill CF, Gaj T,
et al., 2013).

Las recientes investigaciones en edicién gendmica parten del aprovechamiento de la
magquinaria de reparacion enddgena del ADN, con la cual ha sido posible diseiiar una gran variedad
de alteraciones gendmicas de manera localizada. Para ello a través de los afios se han propuesto 4
vias factibles para eliminar o “afiadir genes” en una determinada posicidon: mutacién/gen-knockout,
delecidn del gen, correccion del gen, e insercidn del gen. Cada una tiene particularidades por las
cuales pueden ser empleadas o no en un modelo de estudio, mas lo importante es el objetivo de

dicha modificacién (Barbas Il CF, Gaj T, et al., 2016; Gersbach CA, et al., 2016; Naldini., 2015).
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Figura 1.1.- Esquematizacién simplificada sobre los mecanismos de reparacién del ADN tras RDC por una nucleasa via RH y UTNH.

(Tomado de Gersbach CA, Meader ML., 2015)

1.2.1 Mutacién/ Gen-Knockout

Es la manera mas sencilla de edicién gendmica que emplea la naturaleza proclive a errores
del UTNH para introducir pequefios indels en los sitios blanco. La via cldsica de UTNH une de manera
directa los extremos dafiados del ADN sin procesar, mientras la via alterna llamada union de
extremos-mediado-por-microhomologia (MMEJ) requiere de “emparejar” los extremos dafiados.
Parte del proceso de MMEJ, tras empatar los extremos, consta en una alineacidn por
microhomologia y subsecuente ligamiento de la cadena del ADN. Una caracteristica de ambos UTNH
es que pueden llevarse a cabo en cualquier fase del ciclo celular, mas, ambas producen al final indels
en el sitio reparado (Gersbach CA, et al., 2016; Hotta A, et al., 2014)

Al emplearse una nucleasa dirigida a una regién codificante en particular, el mecanismo de
UTNH no cambia, pero, el resultado es una modificacién en el marco de lectura del gen objetivo.
Dependiendo de lo que se desee realizar es posible obtener ventaja de este mecanismo, ya sea para
inducir indels que restauren el marco de lectura, o inducir un cambio en el marco de lectura que
cause un knockout. La ultima aplicacién es la mas comun, debido a que es posible inducir a una
modificacién disruptiva de manera permanente en el gen objetivo. En la distrofia muscular de

Duchenne se ha realizado con modelos celulares, la restauracidn parcial de la proteina funcional al
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inducir indels ya sea up-stream o down-stream del sitio de la mutacién. Caso contrario es la
enfermedad de Huntington, en donde la expansién en el alelo del gen de la huntingtina (HTT) es
causante de la intoxicacion por una proteina mutante; que es posible “corregir” al inducir indels
para acortar los repetidos y asi llevar a una proteina trunca e infuncional (Gersbach CA, et al., 2016;

Marian AJ., 2016; Tolar J., 2015).

1.2.2 Delecidn de genes

Los indels producidos tras UTNH son pequefios (< ~25pb), pero es relativamente sencillo
aumentar el tamafio del indel al flanquear la secuencia con dos RDC. Al realizar dos RDC de manera
simultdnea se aumenta la cantidad de bases “borradas” en el orden de megabases. Esta
aproximacion es util para estrategias terapéuticas que requieran de remover una regién completa
para asi inutilizarla, como es el caso de regiones enhancers involucradas en hemoglobinopatias, o
en distrofias musculares en dénde es posible eliminar multiples regiones internas del gen. Estas
regiones a su vez cambian el marco de lectura y al ser eliminadas es posible recuperar una proteina

parcialmente funcional (Gersbach CA, et al., 2016; Tolar J., 2015).

1.2.3 Correccion de genes

Si bien es cierto que tras una ruptura en la doble cadena existen resultados impredecibles
por parte del mecanismo UTNH, es posible inducir a la edicién genética estimulando a la via de
recombinacion homaloga; sin embargo ello no es sindnimo de éxito en todos los intentos. La via de
recombinacion homodloga se encuentra activa principalmente en las fases S y G2 del ciclo celular,
empleando de manera candnica la cromatida hermana como molde para la reparacion del ADN; sin
embargo, se puede suministrar de manera exdégena un molde disefiado a la zona que se desea
corregir. Es asi que cualquier secuencia encontrada en el molde subministrado puede ser

incorporada a un locus deseado.

El problema para lograr lo anterior ha sido la manera en la cual se introduce la secuencia
disefiada a la célula. De manera tradicional los plasmidos han sido la opcidn mas comun, pero no
siempre efectiva. Actualmente se han empleado para el mismo propdsito dos métodos: el primero
consta de oligonucledtidos monocatenarios (ONM; adaptado del término en inglés single-stranded
oligonucleotides) < 80pb; y el segundo de vectores virales. Los ONM se emplean de manera directa
como moldes, mientras en el segundo se toma como ventaja la capacidad recombinante de los virus-

adeno-asociados (Gersbach CA, et al., 2016; Porteus MH., 2015 (2)).
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1.2.4 Insercidn de genes

El objetivo de la terapia génica es restablecer la funcion de un gen tras la insercién de una
copia “sana” de éste al locus correspondiente. El problema principal es que mediante los métodos
comunes mds empleados, como lo es la integracidn viral, es casi imposible controlar de manera
completa el sitio de integracién, traduciéndose esto en una mutagénesis no intencionada. Para
solventar un poco este problema es necesario flanquear la secuencia deseada con extensiones
homdlogas, incluyendo secuencias idénticas al sitio donde fue realizado el dafio; lo que permite una
integracidon especifica mediada por RH. Esta insercion dirigida debe ser realizada en loci claves
llamados “bahias de seguridad”, lo que disminuye el riesgo de mutagénesis no intencionada y
permite mantener una elevada expresién del transgén. Como mecanismo alternativo para la
insercion dirigida del transgen es posible optar por forzar la unidn mediante UTNH, con sus

respectivos inconvenientes (Gersbach CA, et al., 2016; Porteus MH., 2015; Van Ness B., 2015).

Figura 1.2.- Esquematizacidn de las cuatro estrategias de edicidn gendémica. Tomado de Meader ML & Gersbach CA,

2015.
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1.3 Generalidades sobre las Nucleasas para Edicion Gendmica

Las nucleasas para edicion gendmica (NSEG) son herramientas moleculares empleadas para
eliminar, borrar, o remplazar una secuencia génica en especifico. Lo anterior es logrado gracias a
gue pueden ser disefiadas para reconocer y cortar secuencias en el genoma nuclear de entre 18-
40pb mediante sus dos componentes principales. El primero de ellos consta de una endonucleasa
con un maédulo de corte-ADN; y el segundo es un dominio de unién especifico a la secuencia del
ADN deseada. En si, la combinacion de ciertas nucleasas con un dominio de union especifico al ADN
puede ser disefiadas en conjunto para virtualmente reconocer cualquier secuencia en el genoma
nuclear. Las actuales herramientas como TALENs, ZFNs y CRISPR/Cas comparten las caracteristicas
ya mencionadas, volviéndolas necesarias para realizar alteraciones predeterminadas.

Debe ser entendido que el objetivo de toda herramienta de edicidn gendmica tiene como
fin realizar rupturas en el ADN gendmico, sin importar su posicion. Todas las NsEG son capaces de
llevar a cabo su objetivo con alta especificidad, mas ninguna es perfecta. Durante el proceso de RDC,
y por lo tanto de realizar los cambios deseados, se induce a la reparacién del ADN por alguna de las
dos vias ya mencionadas. Cada via de reparaciéon da como resultado una forma diferente de
alteracién gendémica ya sea prevista o imprevista; por lo que, el sitio blanco de la nucleasa y el disefio
del molde exdgeno deben ser considerados dependiendo de la aplicacidn final de la edicidn genética
(Hotta A, et al., 2013).

El campo de NSEG no es nuevo pues el primer reporte de su aplicacidon data del afio 2005.
En el modelo experimental se empled la herramienta nucleasa con dominios de dedos de zinc (ZFNs)
en un modelo de células de cultivo humanas para restaurar la funcion en el gen IL2Ry relacionado a
la enfermedad inmunodeficiencia combinada grave ligada al X (X-linked-SCID/ SCID), con resultados
favorables (Hotta A, et al., 2013; Urnov FD, et al., 2010). Desde entonces, varios investigadores se
dieron a la tarea de demostrar la factibilidad de tratar varios desérdenes genéticos empleando las
4 estrategias de correccién, previamente mencionadas, en combinacién con las NsEG.

A pesar de que cada una de las NsEG puede ser empleada con cualquiera de las cuatro
estrategias, se han preferido una sobre otra debido a la facilidad con la cual es posible estandarizar
el método a seguir y obtener el mismo resultado. Para la disrupcién de un gen se ha empleado

cualquiera de las tres NsEG; para mover el marco de lectura se ha preferido ZFNs y TALENSs; para
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substitucion de un gen e insercién de una secuencia exdgena se ha preferido el uso de CRISPR/Cas

y TALENSs.

Estrategias de edicion gendmica mas comunes por tipo de nucleasa

., Disrrupcion
ZFN CD34+ HSCs SIDA Infeccion VIH de CCRS -/-
L Disrrupcion
CRISPR/Cas CD4+T SIDA Infeccion VIH de VIH LTR
Infeccién Eliminacidn
TALEN PSCs Hepatitis C VHC de mtDNA
mutante
Distrofina Frameshift
ZFN Mioblasto DMD exén 51-53; | (1+3n)pben
51-60 exon 50
Frameshift
Mioblasto Distrofina
TALEN inmortalizado DMD exon 48-50 (2+3|?)pb en
exén 51
Truncacion Knock-in
7EN Linfocitos B | SCID ligada al | de IL2Ry en o IL2Ry en
inmotalizados X después del | cDNA (exon
exén 5 5-8)
Knock-in Xist
, parala
ZFN PSCs Sindrome de Trisomia 21 | inactivacion
Down
dela
trisomia 21
Enfermedad . . Tyr53Ala
ZFN PSCs de Parkinson a-sinucleina (A>G)
Anemia . Val6Glu
CRISPR/Cas PSCs falciforme B-globina (T>A)
Epidermdlisis Stop’613Arg
TALEN PSCs bulbosa COL7A1 (T>G)

Tabla 1.- Se muestran las cuatro estrategias de edicion gendmica: nucleasas mayoritariamente empleadas para ello,
tipo celular y enfermedad en la cual se ha buscado cambiar la condicién patoldgica. (Adaptado de Hotta A et al,

2014)

Actualmente las NSEG han vislumbrado campos diferentes al de las biociencias humanas,
como en la agricultura y ganaderia. El actual abasto de alimentos es inadecuado, y la situacién
empeorard mientras la poblacién mundial siga creciendo al ritmo actual. La aplicacién de NsEG en

cosechas es fundamental para modificar los valores nutricionales y de resistencia de éstas
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volviéndose mds adecuadas a entornos de dificil crecimiento. En el caso del ganado se ha sugerido
la modificacién de los de tipo silvestre de la miostatina con variantes heterocigotas naturales
encontradas en cerdos y vacas para aumentar la produccion de carne magra en cada animal en un
7%. La ventaja de los organismos creados por NsEG es que emplean material genético propio de la
especie o simplemente un cambio en el marco de lectura original y no un transgén derivado de
algun otro organismo como es el caso de los organismos genéticamente modificados. Alrededor del
mundo existen legislaciones que no permiten la comercializacién de organismos genéticamente
modificados debido a la creencia de que representan un riesgo en la salud del consumidor, ya qué
se argumenta que el ADN recombinante que posee el nuevo organismo al no ser suyo puede

provocar efectos no previstos en un inicio. (Carroll D, Charo A.,2015).

1.3.1 Nucleasas-dedos-de Zinc (ZFNs)

Los ZFNs son proteinas artificiales compuestas por dos dominios. La actividad enzimatica de
la nucleasa proviene de una endonucleasa de restriccion tipo IIS llamada Fokl; mientras su
especificidad es debida al dominio de unién al ADN por dedos de zinc (ZF). Este dominio consta de
arreglos individuales de ZF, aproximadamente 30 aminodacidos organizados en una estructura Bfa
en presencia de un dtomo de zinc, en la cual aminoacidos especificos en la hélice a (Cys;-His;) media
la unién de 3-4pb del surco mayor del ADN. Un dominio de unién completo de ZFN consta de 3-6
maddulos individuales de ZF, que en conjunto crean un sitio de reconocimiento de entre 9-18pb. Para
poder realizar su actividad catalitica Fokl trabaja como un dimero. Por esta razén es necesario
disefiar a los ZFN en par para su sitio de reconocimiento, creando de esta manera una especificidad

total de 18-36pb (Porteus MH., 2015 (2)).

Desde que comenzd su uso en 1996 se ha sacado ventaja de la posibilidad de disefiar cada
dominio ZF de unién al ADN, con el objetivo de reconocer una gran variedad de diferentes
secuencias. Actualmente el método mas empleado es via ensamblado molecular, el cual se basa en
el disefio individual de cada mddulo para que reconozca una secuencia de 3pb especificas y
posteriormente se forma un tdndem de entre 6 a 12 mddulos. Existen otros dos métodos para el
disefio de ZFNs; sin embargo son sumamente complicados y tardados de realizar. Cabe mencionar
gue los métodos que poseen dicha complejidad tuvieron que ser disefados en respuesta a la
proteccidn intelectual del disefio de ZFNs via ensamblado molecular pues son sélo dos compafiias

las que controlan el mercado actual. A pesar de la existencia de otros métodos para el disefio de
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ZFNs, solo los disefados por ensamblado molecular tienen “permiso” para ser empleados en

ensayos clinicos (Barbas Il CF, et al., 2015; Porteus MH., 2015; Urnov FD, et al., 2010).

Figura 1.3.- Esquema representativo de Nucleasa-dedos-de-Zinc (ZFNs). a) Estructura 3D de un dedo-de-zinc mostrando los cuatro
aminodcidos que selectivamente se unirdn a tres bases adyacentes del ADN y una muestra de su cédigo correspondiente. b)
Estructura de una ZFN unido a Fokl. ¢) La espontanea dimerizacion de dos ZFNs lleva a realizar una RDC en el sitio de reconocimiento.

(Tomado de F. Quétier, 2016)

Figura 1.4.- Estructura de union entre dimero de ZFN con su secuencia blanco en el ADN gendmico. (Tomado de

Chandrasegaran S, Carroll D., 2015)

1.3.2 TALENSs

En el afio 2009 se descubrieron proteinas de origen natural en bacterias patdgenas de
plantas del género Xanthomonas llamadas transcriptional-activator like-effectors (TALEs). Estas
ofrecen una manera mas sencilla de realizar el reconocimiento modular del cédigo genético a través

del disefio de proteinas con union al ADN. TALEs estd conformado por repetidos altamente
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conservados de entre 33-35 aminodacidos y cada unién es para una sola base nitrogenada con una
especificidad dictada por dos residuos hipervariables. La estructura por cristalografia de la unién
TALEs-ADN reveld que cada repetido forma una estructura de doble hélice conectadas por un loop,
el cual posee el sitio de los residuos hipervariables dentro del surco principal mientras que la

proteina se enrolla alrededor del ADN en una estructura super helicoidal.

ZFNs dejo6 el precedente del conocimiento y aplicaciones sobre la edicién gendmica, y a este
prontamente se le unié TALEs al darse cuenta que el dominio de unién al ADN puede ser disefiado,
lo que culmind con la creacion de TALENSs. Al igual que ZFNs, las nucleasas TALENs han demostrado
inducir tanto el mecanismo de reparacion UTNH y RH en cultivo celular empleando para ello la
confiable nucleasa Fokl. Las nucleasas TALENs pueden ser disefiadas para que tengan como objetivo
cualquier secuencia deseada; mas es necesario cumplir con la condicidn de tener 5'T en el dominio
N-terminal constante. Ademas de ello, al emplearse la nucleasa Fokl se requiere generar dos
monodmeros TALENs de uniéon minima a 13pb en direccién sentido y antisentido de la secuencia

deseada (Gersbach CA, et al., 2016).

A pesar de ser una herramienta prometedora tiene como principal defecto su tamafio. Si
comparamos con la predecesora ZFN, ésta es una proteina de 30 aminoacidos que se unen a 3pb;
mientras la segunda son mondmeros individuales asociados en tandem (lo que al final se le conoce
como mondmero TALEN) de 34 aminoacidos que solo pueden reconocer una sola base nitrogenada
de la secuencia. Esto ha provocado multiples problemas para ser empaquetadas dentro de los
vectores empleados (adenovirus y lentivirus) lo que provoca problemas de rearreglo molecular

(zhang F, et al., 2015).

Figura 1.5.- Estructura tipica de un TALE de Xanthomonas y su tabla correspondiente de reconocimiento. a) Los diferentes
dominios de un TALE repetido 15.5. Los segmentos en negro son dominios funcionales empleados por bacterias
patogénicas; NLS son sefiales de localizacion nuclear. El dominio de unién al ADN aqui mostrado es un arreglo de 15.5
unidades repetidas (el repetido n° 15.5 es la mitad N-terminal de la unidad). La secuencia de aminoacidos de uno de los

repetidos se muestra agrandada para mostrar los residuos invariables en negro de los variables en violeta, los cuales de



1.3.3. Sistema CRISPR/Cas

De manera natural, las bacterias y arqueas han desarrollado mecanismos de defensa contra las
infecciones virales, destacando entre ellos el versatil sistema CRISPR/Cas (CCas). El sistema CCas
posee la capacidad de diferenciar y especificamente incorporar secuencias cortas de elementos
génicos invasores, de bacteriéfagos o plasmidos, en regiones propias del genoma que se
caracterizan por ser repetidos cortos palindrémicos regularmente interespaciados agrupados en
cluster (CRISPR; adaptado del término en inglés clustered regularly interspaced palindromic
repeats). Estas mismas secuencias pueden ser transcritas y procesadas para formar ARNs pequeiios
no-codificantes (ARNpnc; adaptado del término en inglés small noncoding-RNAs) que funcionan
como guias para los complejos proteicos multifuncionales (formados de distintas variedades de
proteinas Cas (CRISPR-associated o asociadas a CRISPR) quienes reconocen y escinden el material
genético exdgeno invasor. La accién combinada de reconocimiento-incorporacién y expresion-
escision le han ganado el nombre de sistema inmune adaptativo en bacterias y arqueas (Bhaya D,

Davison M, et al., 2011).

El mecanismo por el cual el sistema CCas logra realizar el reconocimiento, inhibicion y
degradacién del material genético invasor no ha podido ser del todo caracterizado, debido a que
ciertos componentes actian de manera diferente dependiendo la clase, tipo y subtipo de sistema
CCas del que se trate, por lo que no se ha propuesto un mecanismo arquetipo basado en la evidencia
disponible. La clasificacién actual del sistema CCas estd basado en las proteinas y genes cas, las
cuales han sido dividido en dos clases, tres tipos y 16 subtipos, la cual refleja la relacidn evolutiva

entre ellas (Rath D, Amlinger L, et al., 2015; Bhaya D, Davison M, et al., 2011).

Parte del imaginario colectivo concibe al sistema CCas como una novedad biotecnoldgica
recientemente descubierta; sin embargo, en el afio 1987 fue por primera vez descrito, pero no fue
hasta el afio 2005 que se le asignd una funcién biolégica funcional como sistema inmune adaptativo
de bacterias y arqueas. Actualmente, la investigacion y aplicacién del sistema CCas se ha centrado
en la caracterizacién completa del mecanismo de accién, la virulencia de bacterias patogénicas

relacionada a las proteinas Cas, pero mas importante (y tema particular del presente trabajo) es el
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uso como herramienta de edicidn gendmica en organismos eucariontes superiores (Rath D,

Amlinger L, et al., 2015; Yamamoto KR, et al., 2015).

1.3.3.1 Historia del sistema CRISPR/Cas

La herramienta de edicion gendmica CCas comenzd a emplearse como tal a partir del aio
2012 en procariontes y a inicios del 2013 en células eucariontes superiores; sin embargo, el sistema
CCas no es una herramienta de edicidon gendmica per se, sino que fue adaptada a partir del sistema

inmune de los organismos procariontes.

Las bacterias de vida libre tienen la cualidad de estar presentes en los ambientes mas
inhdspitos de la tierra y con ellas sus virus predatorios. Para poder sobrevivir, las bacterias
desarrollaron mecanismos de defensa contra los virus como lo son la infeccidn abortiva, casuistica
en la mutacion de sus receptores, modificacion por enzimas de restriccion, y recientemente se ha

descubierto el sistema CCas.

Este peculiar locus fue descrito por primera vez en 1987 en el genoma de E.coli por Ishino y
colaboradores. En la publicacidn original lo que reportaron fue una serie de repetidos cortos de ADN
de aproximadamente 20pb con secuencias espaciadoras entre ellos. En su momento no se le definié
funcidn alguna y estuvieron olvidadas hasta el aio de 1993 cuando un equipo de investigacién que
trabajaba con el genoma de E.coli volvié a encontrar los repetidos cortos y secuencias espaciadoras.
Entre los afios 1993 al 2000 el equipo de investigacion dirigido por Francisco Mojica comenzd a
caracterizar el locus CRISPR, publicando lo que serian los primeros borradores de un locus CRISPR

funcional (Barrangou R, Marraffini LA., 2014).

A mediados del afio 2002 todavia no se conocia la funcidn biolégica del locus CRISPR, y de
hecho no tenia nombre asignado. En ese mismo afo se realizé6 un modelado in silico de secuencias
de E.coli tanto patégenas como no patdégenas para buscar las mismas secuencias descritas por
Mojica. Los resultados preliminares mostraron la presencia de dichas secuencias por lo que el
analisis se amplio a las demas bacterias y archeas. Los resultados finales de Jansen y colaboradores
demostraron que ambos procariontes poseian en promedio 2 a 4 juegos de secuencias de repetidos

cortos separados por regiones de ADN con secuencias no funcionales; asi mismo se encontrd, que
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invariablemente de la especie de la que se tratara, una secuencia muy cercana a los loci CRISPR que
expresa una proteina con motivos caracteristicos de helicasa y exonucleasa. En su trabajo acufio el
nombre CRISPR para la secuencia de repetidos y Cas a la proteina codificada por el gen del mismo
nombre (Jansen, et al., 2002). Posterior a la publicacion de Jansen y colaboradores, se pensaba que
el locus CRISPR actuaba como un elemento mévil del ADN procarionte y el gen cas ejercia su funcion
durante el metabolismo del ADN. La funcién de CRISPR se mantuvo sin resolver hasta el afio 2005
cuando tres grupos de investigacion reportaron que las secuencias espaciadoras encontradas en
CRISPR eran homoélogas a elementos génicos exdgenos como genes virales y plasmidos, y asi mismo,
la proteina Cas se expresaba durante un evento de transduccidn o transformacién mas no conocian
la razén de ello (Bolotin A, et al., 2005; Mojica F, et al., 2005; Pourcel P, et al., 2005). Debido a la
presencia de material genético exdgeno incorporado con precisién en la secuencia espaciadora del
locus CRISPR se especulaba que podria tratarse de un sistema inmune adaptativo de los procariontes

(Barrangou R, Marraffini LA., 2014; Hsu PD, et al., 2014).

En el afio 2007 se emplearon fagos liticos contra la bacteria Streptococcus thermophilus,
encontrando que parte del material viral habia sido incorporado de novo al locus CRISPR y al repetir
el experimento con las colonias sobrevivientes se encontré una degradacién del material viral
afiadido al cultivo, lo que apoyd la primicia de que CRISPR actla a manera de sistema inmune
adaptativo en bacterias (Barrangou PR, et al., 2007). La hipdtesis que se manejaba en el afio 2007
consistia en que la secuencia de CRISPR codificaba un ARN antisentido que se unia a una secuencia
de ADN o ARN plasmidico o viral y el gen cas ayudaba para eliminar los restos de material exdgeno
no deseado. En el ano 2008 se demostré que la secuencia CRISPR expresa un ARN inmaduro el cual
es procesado para formar un RNA maduro llamado crRNA (CRISPR-RNA) el cual se une y funciona
como guia para la proteina Cas, siendo este complejo el que interfiere con la proliferacién viral
(Brouns SJJ, et al., 2008). Tras esta publicacidn se pudo acufiar el término CRISPR/Cas debido a que
fue posible determinar que un locus funcional estd compuesto por un arreglo CRISPR de repetidos
idénticos intercalados por el ADN exdgeno espaciador que codifica los componentes del crRNA y un

operdn cas al cual se une un RNA guia para mover a la nucleasa expresada a su sitio de corte.

Como se demostrd con los experimentos y publicaciones derivadas de ellos, el sistema CCas
en si mismo es parte del sistema inmune adaptativo de los procariontes, y es debido a que se basa
en un RNA guia para dirigir a una nucleasa al sitio de corte que se comenzé a vislumbrar la

posibilidad de emplearlo como herramienta de ediciéon gendmica.
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1.3.3.2 Caracteristicas generales del sistema CRISPR/Cas

El sistema de defensa CCas posee la caracteristica de incorporar secuencias cortas de
material genético invasor, conocidas como espaciadores, en posiciones especificas dentro del locus
CRISPR. Estos espaciadores son transcritos y procesados para formar ARNpnc quienes en conjunto
con complejos especificos de proteinas Cas pueden unirse al material genético exdgeno so condicidn
de que haya una concordancia completa o parcial (>80%aprox) con éste. El reconocimiento
especifico de la secuencia invasora termina con la destruccidon de la misma. Valiéndose de su
capacidad de integracion de secuencias, el sistema CCas puede seleccionar e incorporar de manera
aleatoria nuevas secuencias de invasiones de novo, asi como modificar o eliminar secuencias ya
existentes en el arreglo CRISPR. Esta capacidad es una respuesta dinamica ante los depredadores
naturales de bacterias y arqueas que les permite un grado de sobrevivencia mayor. Ademas de su
respuesta y adaptacién dindmica, una de las caracteristicas mas importantes del sistema CCas es
que puede ser heredado a las células hijas, ya sea como plasmido o ADN gendmico (Hille F,

Charpentier E., 2016; Barrangou R, Marraffini LA., 2014).

Un locus CCas funcional posee dos componentes necesarios para su actividad. El primero de
ellos es el arreglo CRISPR localizado en el genoma de la bacteria o arquea (ya sea en el cromosoma
o plasmido), el cual contiene a los espaciadores hipervariables adquiridos de bacteriéfagos o
pldsmidos. Y el segundo componente es el grupo de genes cas localizados en la vecindad del locus
CRISPR, los cuales codifican proteinas requeridas durante las diferentes fases del mecanismo de

defensa (Hille F, Charpentier E., 2016; Bhaya D, Davison M, et al., 2011).

El mecanismo de defensa puede ser dividido en tres fases. La primer fase es referida como
adaptacion y es cuando el sistema CCas reconoce e integra a los nuevos espaciadores entre dos
unidades de repetidos adyacentes en el arreglo CRISPR. Estos espaciadores parecen ser integrados

principalmente en el extremo final de la secuencia lider en el locus CRISPR (Se entiende por secuencia
lider el extremo 5°del crRNA precedente al primer repetido CRISPR, el cual contiene regiones ricas en A-Ty un promotor),

por lo que el posicionamiento de los espaciadores es un registro cronolégico de las pasadas
infecciones. Parte del reconocimiento del protoespaciador (Una secuencia protoespaciadora es la secuencia
exégena invasora previo a su reconocimiento y procesamiento) s debido a la presencia de motivos cortos
llamados motivos adyacentes protoespaciadores (PAM; adaptado del término en inglés protospacer
adjacent motif), el cual es necesario para el reconocimiento y adquisicion del nuevo espaciador.

Durante esta primera fase se requiere minimamente de dos nucleasas, Casl y Cas2, las cuales se
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encuentran universalmente presentes en todos los genomas de bacterias y arqueas que posean un

sistema CCas funcional (Hille F, Charpentier E., 2016; Barrangou R, Marraffini LA., 2014).

Durante la segunda fase, que se llama expresién, un transcrito primario denominado pre-
CRISPR RNA (pre-crRNA) es transcrito a partir del locus CRISPR por la ARN polimerasa.
Posteriormente, endoribonucleasas especificas escinden el pre-crRNA en fragmentos mas cortos
llamados CRISPR RNAs [son los ARNpnc mencionados en un inicio] (crRNA) que toman la funcién de guias
moleculares. La fase de interferencia es el tercer y ultimo paso, en donde el crRNA se encuentra
dentro ya sea de un complejo multiprotéico o de una sola proteina efectora, y puede reconocer por
medio de la complementariedad entre las bases la secuencia blanco en el ADN o RNA invasor. Para
lo anterior debe existir una complementariedad total o parcial entre ambas, y tras esta unién, se da
inicio al proceso de corte inhabilitando de esta manera la replicacién o expresion del material
genético invasor. A pesar que la complementariedad entre el crRNA y su blanco puede ser completa
o parcial, el reconocimiento de la secuencia PAM debe ser completa y de no ser asi la escisién de la
secuencia no se lleva a cabo (Hille F, Charpentier E., 2016; Marraffini LA., 2015; Kin T, Tsui M, Li H.,
2015; Rath D, Amlinger L, et al., 2015).

Es importante hacer mencion que a pesar de que el sistema CCas se ha dividido para su
estudio en un mecanismo que consta de tres pasos, cada uno de ellos puede trabajar de manera
independiente, tanto mecanisticamente como temporal. La manera en lo que sucede lo anterior no

ha sido descrita (Kin T, et al., 2015).

Figura 1.6.- Pasos clave para |la
inmunidad en bacterias mediada por
CRISPR-Cas. 1) Adaptacion: insercidn de
nuevos espaciadores al loci CRISPR. 2)
Expresion: transcripcidn del loci CRISPR y
procesamiento de ARNSs. 3)
Interferencia: deteccion y degradacion
de elementos genéticos exdgenos via
crRNAs y Cas. (Tomado de Rath D,
Amlinger L, et al., 2015)
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1.3.3.3 Componentes del sistema CRISPR/Cas

Un locus CCas funcional consta de dos componentes principales: un arreglo de ADN de
repetidos cortos intercalados por espaciadores (también llamado arreglo CRISPR), un set de genes
cas adyacente y una secuencia lider entre ambos. El arreglo CRISPR se conforma por secuencias de
repetidos cortos, principalmente, palindrémicos, semi-palindromicos y en casos excepcionales, no-
palindrémicos. La secuencia de cada unidad de repetidos es diferente para cada locus CRISPR
conservado, aunque existe cierta parcialidad en la conservacién de fragmentos de la secuencia de
repetidos como el motivo GTTTg/c en el extremo 5y el motivo GAAAC en el extremo 3°. Esta
secuencia de repetidos es especifica para cada locus CCas y oscila una longitud de entre 23 a 55pb.
Estos repetidos se encuentran interespaciados por distintas secuencias espaciadoras que igualan el
material genético exdgeno proveniente de pldsmidos o bacteriéfagos invasores, con una longitud
promedio de 21 a 72pb. La complementariedad entre las regiones espaciadoras y los elementos
genéticos invasores es la base por la cual el sistema CCas realiza el targeting de estos elementos.
Hasta el momento se conoce que la secuencia lider posee una limitada conservacién en cuanto a su
tamafio (el tamafio minimo registrado es de 47pb y el maximo es de poco mas de 100pb), lo cual
estd relacionado a la especie de bacteria o arquea a la cual pertenezca. A pesar de su cardcter poco

conservado, la secuencia lider juega un papel importante en la biologia de CCas al contener
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promotores poco caracterizados pero especificos para la transcripcién de CRISPR, y adaptacidn de
nuevas secuencias; aunque a la fecha todavia es debatida su funcién debido a que la mayoria de los
loci CRISPR son carentes de ella. Por otro lado, las proteinas Cas son las responsables de llevar a
cabo todas las funciones cataliticas durante los tres pasos de los que consta el mecanismo de

defensa mediado por el sistema CCas (Kin T, Tsui M, Li H., 2015; Jiang W, Marraffini LA., 2015).

Los genes cas expresan proteinas tanto cataliticas como no-cataliticas, ambas con funciones
especificas durante el mecanismo de proteccidon de CCas. Las proteinas Cas son muy diversas en
estructura y funcidn pues contienen dominios caracteristicos de helicasas, nucleasas, polimerasas,
y de unién a ADN/RNA, segln sea el caso. A pesar de la diversidad presentada se han clasificado en
diez superfamilias, Casl a Cas10. Parte del mecanismo del sistema CCas se basa en la union del
crRNA con proteinas Cas especificas; esta union es conocida como complejo ribonucleoprotéico
CRISPR (crRNP) el cual esta dividido en dos grupos. El primer grupo son los crRNPs de vigilancia, los
cuales no poseen funcidn catalitica para escindir al material invasor pero su union recluta complejos
adicionales llamados crRNPs efectores, quienes poseen actividad catalitica y conforman al segundo
grupo de crRNPs. Como se vera mds adelante, las proteinas Cas son muy diversas y pueden ejercer
su funciéon de manera combinada o en solitario, lo que ha sentado la base para su clasificacion actual

(Kin T, Tsui M, Li H., 2015; Barrangou R, Marraffini LA., 2014).

Figura 1.7.- Locus funcional de una sistema CRISPR-Cas tipo || mostrando sus componentes tales como: operdn cas y

arreglo CRISPR con secuencias espaciadoras y repetidos. (Adaptado de Jiang F, Doudna J., 2017)

1.3.3.4 Clasificacién del sistema CRISPR/Cas

El sistema CCas es muy diverso y esto ha dificultado su clasificacion. Generalmente, los
sistemas CCas y sus elementos son hipervariables y difieren ampliamente en términos de
ocurrencia, genes cas, secuencias, cantidad y tamafio en el genoma. De hecho, los repetidos de
CRISPR varian entre los 23-55pb, aunque tipicamente comprenden entre los 28-37pb, y su
naturaleza palindrédmica o parcialmente palindromica le permite formar estructuras de horquilla en

su misma secuencia. Por otro lado, los espaciadores de CRISPR varian en tamafio, entre los 21-72pb,
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mas es comun encontrarlos entre los 32-38pb. Estas secuencias espaciadoras son muy diferentes
entre familias y especies de procariontes, ejemplo de ello es Haliangium ochraceum quien posee
588 secuencias espaciadoras diferentes, cuando la media es de 50. Otro ejemplo notable de la
variabilidad de CRISPR entre especies es Methanocalcococcus spp que tiene 19 loci distintos de
CRISPR y Methanotorris spp que tiene 25, cuando el promedio es de uno a dos /oci CRISPR. De
acuerdo a la base de datos CRISPRdb, los loci CRISPR ocurren de manera natural, es decir, se
encuentran de manera comun entre las diferentes especies de procariontes. En los repositorios de
genomas procariontes se ha encontrado que aproximadamente el 45% y el 83% de las bacterias y
archeas secuenciadas, respectivamente, contienen por lo menos un /oci CRISPR. De hecho se llegd
a proponer el emplear los repetidos en los locus CRISPR para hacer la clasificacion de los mismos;
sin embargo, debido a su inconsistencia y gran variabilidad es que no se concretd el sistema

(Barrangou R, Marraffini LA., 2014).

Figura 1.8.- Distribucion de los sistemas CRISPR-Cas tanto en arqueas como bacterias. En “a” se muestra Unicamente el
sistema-tipo, mientras en “b” se aprecian los sistemas-subtipos presentes en la mayoria de los eucariontes. (Tomado de

Makarova KS, et al., 2015)

La primera clasificacion del sistema CCas empleada fue propuesta en el afio 2005 por Haft y
colaboradores. Esta tomé como referencia los cuatro operones cas descritos por Jansen y

colaboradores en el 2002 y se agregaron dos operones mas. Estos operones cas eran constantes en
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los ocho genomas de referencia empleados ya que solo contenian un locus CCas (Se emplearon los
genomas de las bacterias: Escherichia coli, Yersenia pestis, Neisseria meningitidis, Desulfovrio vulgaris, Thermotoga

neapolitana, Haloarcula marismourti, y dos cepas de Mycobaterium tuberculosis). Asi el nucleo central de
operones cas eran casl, cas2, cas3, cas4, cass, y cas6. Este nucleo fue comparado en su posicidén y
cantidad relativa en el genoma de 40 bacterias y archeas genotipificadas, encontrando que varias
de las secuencias cas se encontraban compartidas entre las bacterias y archeas analizadas. Por lo
anterior se considerd una nomenclatura parecida a la empleada en las nucleasas de restriccidn; por
ejemplo, las encontradas en E.coli fueron llamadas CRISPR-system of E.coli gene number con las
siglas csel, cse2, cse3, csed y cse5e. A pesar de ser una aproximacién simple no tomaba en cuenta
la presencia de ortdlogos o relaciones evolutivas de las proteinas cas, por lo que llegaban a tener
hasta cinco nombres diferentes cada una a pesar de ser la misma. Lo que complicé todavia mas la
aceptacion de esta clasificacion es que los sistemas CRISPR/Cas pueden co-existir y estar contenidos
tanto en el cromosoma bacteriano como en los plasmidos siendo completamente diferentes entre

si, incluso tratdndose de cepas de la misma especie (Haft DH, et al., 2005; Makarova KS, et al., 2011).

Siguiendo la idea propuesta por Haft y colaboradores se continud el andlisis de los genes y
proteinas cas, encontrando que invariablemente de la familia, especie, o cepa procarionte los genes
casl y cas2 son virtualmente universales debido al papel central que juegan en el mecanismo de
defensa; esto apoyo la idea de que una adecuada clasificacién de los sistemas CCas idealmente debe
representar la relacidn evolutiva entre los diferentes /oci. Al continuar la linea de esta investigacion
basada en la relacidn filogenética de las proteinas y genes cas se establecié que éstos forman un
grupo muy diverso y pueden ejecutar su funcién de manera cooperativa o en solitario; asi mismo,
los resultados de los analisis de estructura-funcién indican que de manera caracteristica las
proteinas Cas poseen dominios de helicasa, nucleasa, o de unién al ADN/ARN. Parte de los
resultados encontrados en los analisis filogenéticos es que existe un intercambio profundo y
divergente en la funcidn y posicién de los genes cas entre diferentes loci. Lo anterior ha develado
que existe una relacién evolutiva muy compleja que no permite una clasificacién sencilla en grupos

individuales de genes cas (Makarova KS, Haft DH, et al., 2011).

La actual clasificacion de los diferentes sistemas CCas combina tanto la relacién evolutiva
como la funcién combinada o individual de los diferentes loci cas; y para ello parte de un analisis en
dos pasos, en el cual el primero consta en identificar todos los genes cas en cada locus para

posteriormente en el paso dos identificar los genes particulares, signatura, y la arquitectura
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distintiva que permite asignar a cada locus en una clase, tipo y subtipo. De esta manera es posible
clasificar a los diferentes sistemas en base a los mddulos efectores empleados, ya sean complejos
multiméricos o0 monomeéricos. Asi, existen dos grandes grupos de sistemas CCas, siendo los Clase 1
quien posee complejos multiméricos efectores sobre crRNA, mientras en los Clase 2 todas las
funciones efectoras son llevadas a cabo por una sola proteina Cas9 (Koonin E, Makarova KS, et al.,

2017).

Los sistemas CCas Clase 1 estdn definidos por la presencia de complejos multiméricos
efectores sobre crRNA, siendo el principal de ellos el complejo Cascade y sus variantes (CRISPR-
associated complex for antiviral defence (Cascade) y sus variantes Csm, y Cmr. Esta clase incluye a
los sistemas CRISPR/Cas tipo |, tipo Il y un sistema putativo tipo IV que se encuentra todavia bajo
investigacion por lo que no formara parte del presente trabajo. El tipo | esta definido por la presencia
del gen signatura cas3 o su variante cas3’ que expresa una proteina Cas3 con dominios tanto
helicasa y ADNsa -nucleasa-, localizados en posicion amino terminal, responsables de degradar el
blanco. Este dominio en particular posee el nombre de HD, el cual es un dominio de nucleasa con
residuos de histidina y aspartato en un arreglo H-HD-D o HD-H-D. Actualmente se conocen seis
diferentes subtipos del sistema tipo |, identificados como I-A, I-B, I-C, I-D, I-E, I-F, los cuales son
variables en su numero y arquitectura de genes cas. Se ha postulado que todos los subtipos
clasificados como tipo | poseen como ancenstria comun un clister de genes cas formado por casl,
cas2, cas3, cas4, cas5, cas6, cas7,y cas8; sin embargo, el producto final de la arquitectura no posee
ese orden ya que esto es dependiente del subtipo que se trate. Ejemplo de ello es que todos
comparten la presencia de casl, cas2 y cas3, mas dependiendo del subtipo el gen cas3 puede
encontrarse como cas3 o cas3’ por separado, fusionado consigo o con cas2. Otra diferencia de la
arquitectura es el operodn efector Cascade que se encuentra codificado de manera comun por cas5,
cas7 y cas8, maxime sucede lo mismo que en el ejemplo anterior ya que dependiendo del subtipo
la organizacién de los genes cas cambia e incluso existen hibridos de dos genes cas y variantes de
los mismos que al final realizan la misma funcion (Makarova KS, et al., 2015; Makarova KS, et al.,

2011).

Es importante denotar que los primeros estudios filogenéticos del gen cas3 y sus variantes
cas3’y cas3’’ (ésta ultima solo estd presente en el subtipo I-D) lograron establecer que cas3 refleja
un grado de coherencia evolutiva; empero, recientemente se ha continuado un analisis a mayor

profundidad de éste gen y proteina revelando que cas3 presente en los subtipos I-A, I-B y I-C son
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polifiléticos, es decir, que no descienden de un ancestro en comun. La hipétesis mas aceptada para
el fendmeno visto con cas3 ha sido una transferencia horizontal de los genes y tras ello una rapida

variacion evolutiva que conservd la misma funcion (Makarova KS, et al., 2011).

El sistema CCas tipo Ill posee como gen signatura a cas10, el cual codifica una proteina
multidominio que contiene en particular el domino Palm (el cual es una variante de un motivo de
reconocimiento al ARN (RNA recognition motif (RRM)) el cual es homdlogo al dominio central de
numerosas polimerasas y ciclasas de acidos nucleicos y ademas es la subunidad efectora mas grande
del tipo lll. Todos los loci del tipo 1l codifican una pequeiia subunidad proteica Cas5 y de tipicamente
varios paralogos de la proteina Cas7, las cuales estan relacionadas al médulo efector de crRNA. El
sistema tipo Ill se ha clasificado en dos subtipos, el tipo llI-A y el IlI-B, los cuales pueden ser
distinguidos por la presencia y ausencia de genes especificos y asi mismo, ambos subtipos han
demostrado capacidad de unién co-trancripcional a nivel de ARN o ADN. El Jocus subtipo III-A
contiene a los genes casl, cas2 y cas6, asi como los genes efectores csm2, csm3, csm4, y csmb5;
mientras que el locus tipo llI-B posee como genes efectores a cmrl, cmr2, cmr3, cmrd, cmr5 y
carecen de los genes cas del subtipo IlI-A, por lo que el subtipo IlI-B depende de otros sistemas CCas
disponibles en la célula. Lo anterior apoya fuertemente la hipdtesis que existe cierta modularidad
cooperativa entre sistemas CCas en una misma célula, mas el mecanismo preciso del como esto
sucede es desconocido. Es importante denotar que tanto los genes csm y cmr codifican subunidades
de los complejos efectores Csm y Cmr en los subtipos IlI-A y 1lI-B, respectivamente, que suplen al
complejo efector Cascade presente en el subtipo |. Asi mismo, tanto los genes csm y cmr poseen

funciones analogas a genes cas propios del complejo Cascade (Makarova KS, et al., 2015).

En fechas recientes se ha vislumbrado que la composicién y organizacion del sistema tipo-
Il es mas diversa que la tipo-I, si bien esta uUltima posee mas subtipos, los subtipos encontrados en
el sistema tipo-lll son mas polimdrficos. Esta diversidad es debida a duplicaciones y deleciones,
fusiones e inserciones de dominios poco caracterizados que podrian estar relacionados en el
complejo efector crRNA. Se conocen por lo menos dos variantes del sistema tipo-Ill, una de ellas
pertenece al subtipo lll-A y la otra al subtipo IlI-B; sin embargo, poseen un nombre no derivado del
subtipo original y adopta otro nuevo. El subtipo IlI-C (propio de IlI-B) posee como caracteristica la
aparente inactivacién de un dominio tipo ciclasa en la proteina Casl10, asi como una extrema
divergencia en la secuencia de la proteina. El subtipo IlI-D (propio de IllI-A) posee una proteina Cas10

carente del dominio HD. Por otro lado, el subtipo Il también posee un gen parecido a cas5 llamado
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¢sx10 la cual se ha visto que suple sin problemas la funcidn de cas5 en cualquiera de los subtipos

del tipo Il (Makarova KS, et al., 2015; Koonin E, Makarova KS, et al., 2017).

El sistema CCas Clase 2 estd definido por la presencia de una sola proteina efectora
multidominio que asiste en el mecanismo de adaptacion de CCas, participa en el procesamiento del
crRNA y corta al ADN blanco asistido por crRNA y un ARN guia llamado tracrRNA (trans-activating -
CRISPR RNA). El tipo Il es el sistema representativo de la Clase 2, el cual difiere grandemente de los
tipos y subtipos | y Il al ser mas sencillo en cuanto al numero de genes cas involucrados. El gen
signatura para el sistema tipo Il es cas9 el cudl conjunta las funciones previamente mencionadas.
Todos los loci CCas de tipo Il identificados comparten los genes casl, cas2 y cas9, y la mayoria de
ellos también codifican para un tracrRNA, el cual es parcialmente complementario a los repetidos

respecto a un arreglo CRISPR (Makarova KS, et al., 2015; Jiang W, Marraffini LA., 2015).

Como se menciond previamente, una de las metas de la clasificacidon del sistema CCas es
lograr que represente coherencia evolutiva; empero, la proteina y gen cas9 parecieran haber
evolucionado a partir de genes de elementos transponibles que no estaban asociados en un inicio a
un locus CRISPR. Cabe mencionar que existe cierta similitud entre Cas9 y sus homodlogos no
relacionados al sistema CCas, por lo que Cas9 por si misma no puede ser empleada como la Unica
signatura para la identificacion de los sistemas tipo Il. No obstante, la presencia del gen cas9 en la

vecindad de cas1y cas2 es distintivo del sistema tipo Il.

El sistema CCas tipo Il estd clasificado en tres subtipos, lI-A, II-B y II-C. El subtipo lI-A incluye
los genes previamente mencionados y afade a csn2, al que se le considera el gen signatura para
éste subtipo. Existen variantes cortas y largas de Csn2, mas sin importar la variante forman un
cluster sobrepuesto a Cas9 para apoyar en la unién al ADN de doble cadena. El subtipo II-B carece
de csn2 pero en vez de ella posee a cas4, la cual es propia de los sistemas tipo I. Lo anterior es debido
a que el subtipo II-B tuvo su posible origen recombinante a partir de sistemas homaélogos de tipo I.
Por otro lado, el subtipo 1I-C solo posee tres genes (casl, cas2 y cas9) volviéndolo el mas sencillo de
todos los tipos de CCas vy el elegido para edicion gendmica (Koonin E, et al., 2017; Makarova KS, et

al., 2015).

Dentro de la clasificacion de la Clase 2 podemos encontrar al sistema putativo tipo V el cual no
corresponde directamente al sistema CCas, pero comparte ciertas caracteristicas que lo ubican

dentro de la clase mencionada. Recientemente se detectd la presencia del gen cpf1 (previamente
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llamado TIGRFAM) adyacente a los genes casl, cas2 y arreglos de CRISPR en el genoma de varias
bacterias y una archea. cpf1 expresa una proteina con una region homaéloga al dominio de nucleasa
tipo RuvC de Cas9, asi como regiones ricas en arginina propias tanto de Cas9 como de la proteina
dedos de zinc TnpB. No se ha podido establecer con precision el papel que juega este gen en un
sistema CCas, debido a que Cpfl es expresada en multiples contextos celulares no relacionados al
mecanismo de defensa con CCas; sin embargo se ha determinado que cuando se expresa en un
contexto de defensa ejerce su accion a manera de una sola unidad de proteina efectora como

sucede con Cas9. (Barrangou R, Marraffini LA., 2014; Hsu PD, et al., 2014).
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Figura 1.9.- Arquitectura de los diferentes loci gendmicos para los subtipos de sistema CRISPR-Cas. Se muestra la
organizacion tipica para cada uno de los subtipos de CRISPR-Cas. Para cada genoma representativo, se incluye el nombre
a un costado. Los genes homologos estan con cédigo de color e identificados con el nombre de la familia. Si existen dos
nombres para el mismo gen, tanto por legado como sistematico, se encuentra el primero debajo del segundo. La
subunidad pequefia esta codificada ya sea por csm2, cmr5, cse2, o csa5; no se tiene un nombre propuesto para esta
familia. Las cruces en los nombres de los genes son miembros de la familia de subunidad mayor (miembros de Cas8 o
Cas10), asi mismo se indican sus sitios cataliticos. Los genes o regiones génicas responsables de codificar componentes
de los mddulos de interferencia estan resaltados con una sombra beige. Los mdédulos de adaptacién (cas1 y cas2) y casé6
son dispensables en los subtipos IlI-A y 11I-B; en particular estan raramente presentes en el subtipo IlI-B. Las regiones
génicas en color crema representan los dominios de nucleasa HD; cabe denotar que éste es diferente entre Cas10, Cas3
y Cas3”’". También se muestran en color las regiones de cas9 que podrian corresponder al dominio de nucleasa RuvC
(verde lima). La nucleasa HNH (amarillo), I6bulo de reconocimiento (purpura) y dominios de interaccién con PAM (rosa).

(Tomado de Makarova KS, et al., 2015)



1.3.3.3 Proteinas Cas y funciones mecanisticas

Las proteinas Cas pueden ser divididas en cuatro diferentes funciones mecanisticas:
adaptacion (adquisicion de nuevas secuencias espaciadoras), expresion (procesamiento de crRNA 'y
unién al blanco), interferencia (escision del blanco), y auxiliar (regulacién y otras funciones asociadas
a CRISPR). En afos recientes se ha acumulado mayor y mejor informacion concerniente a la

estructura y funcion de las proteinas Cas centrales (Cas1-Cas10) (Barrangou R, Marraffini LA., 2014).

El mddulo de adaptacién es ampliamente uniforme entre los diversos sistemas vy
subsistemas de CCas y consiste en las proteinas Casl y Cas2, con la posible participacion de la
superfamilia de enzimas de restriccion Cas4 vy, en el sistema tipo Il Cas9. Casl, quien adopta una solo
conformaciéon en a-hélice, es una integrasa que media la insercién de nuevas secuencias
espaciadoras en un arreglo CRISPR mediante la escisién de sitios especificos dentro de los repetidos.
El papel que juega Cas2 es poco comprendido, ya que ésta posee sitios cataliticos de ARNasa y
ADNsa que son dispensables durante el proceso de adaptacidn, por lo que se ha catalogado como

una subunidad del complejo de adaptacion que apoya a Cas1 (Makarova KS, et al., 2015).

El médulo de expresidn e interferencia son representadas por el complejo multimérico
efector sobre crRNA-ec (multiprotein CRISPR RNA (crRNA)-effector complex) o en los sistemas tipo
Il por Cas9. En la fase de expresién, pre-crRNA estd unido a crRNA-ec, o a Cas9, y es procesado a un
crRNA maduro en un paso catalizado por una RNA-endonucleasa (tipicamente Cas6) en los sistemas
tipo Iy lll o un mecanismo alternativo que involucra a RNasa lll y un tracrRNA en los sistemas tipo |l

(Makarova KS, et al., 2015; Jiang F, Doudna JA., 2017).
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Tabla 2.- Principales proteinas Cas y sus funciones. (Adaptado de Bhaya D, 2011)

Proteina Distribuciéon Proceso Funcién

Casl Universal Adquisicién del espaciador ADNsa, no especifica, union a
RNA; presente en todos los

tipos.

Cas2 Universal Adquisicion del espaciador RNAasa pequefia de regiones

ricas en U; presente en todos los

tipos.
Cas3 Signatura para tipo | Interferencia Helicasa de ADN, fusién a HD.
Cas4 Tipo |, I Adquisicién del espaciador Nucleasa semejante a RecB con

actividad de exonucleasa.

Cas5 Tipo | Expresidon de crRNA Proteina RAMP,
endoribonucleasa involucrada
en la biogénesis de crRNA; parte

de Cascade.

Cas6 Tipo I, 11l Expresidn de crRNA Proteina RAMP,
endoribonucleasa involucrada
en la biogénesis de crRNA; parte

de Cascade.

Cas7 Tipo | Expresidn de crRNA Proteina RAMP,
endoribonucleasa involucrada
en la biogénesis de crRNA; parte

de Cascade.

Cas8 Tipo | Expresidn de crRNA Proteina grande con dominio de
nucleasa HNH y semejante a

RuvC, parte de Cascade.

Cas9 Signatura tipo Il Interferencia Proteina multidominio grande

con nucleasa HNH y semejante a

RuvC.
Cas10 Signatura tipo Il Expresion de crRNA e Dominio de nucleasa HD,
interferencia dominio de palma, bucle Zn,

cierta homologia a Cascade.
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En el mddulo de interferencia, crRNA-ec o Cas9 combinan la actividad de nucleasa con
dominios dedicados a la unién con RNA. La unién al blanco se basa en la unién por
complementariedad de bases entre la region espaciadora del crRNA y la molécula a degradar; por
otro lado, la escisién del blanco es llevada a cabo por la familia de nucleasas HD (Cas3”" o un dominio
particular en Cas3) en los sistemas tipo |, por la accion combinada de las proteinas Cas7 y Cas10 en
los sistemas tipo lll, o por la proteina Cas9 en el sistema tipo Il. En los sistemas tipo |, el dominio de
nucleasa HD se encuentra ya sea fusionado a la super-familia 2 de helicasa Cas3” o se encuentra
codificada por el gen cas3 ', mientras que el sistema tipo Il un dominio de nucleasa HD distinto esta
fusionado a Cas10y se ha propuesto que durante la fase de interferencia ésta puede escindir al ADN
monocatenario. En los sistemas tipo Il, la proteina multidominio Cas9 es capaz de llevar a cabo las
tres fases funcionales de la inmunidad mediada por CCas (adaptacidn, expresidn e interferencia)
debido a la presencia de dos dominios clave en ella. La combinacién de los dominios de nucleasa
semejante a RuvC (RuvC-like nuclease domain) y el dominio de nucleasa HNM permite la escisidn

del ADN blanco (liang F, Doudna JA., 2017; Wang H, et al., 2016).

El médulo auxiliar es una combinacidn de varias proteinas y dominios que se encuentran
fuera del locus CCas, por lo que sus funciones no se encuentran del todo caracterizadas y son poco
comunes; sin embargo, es sabido que presentan funciones putativas, de proteccién o incluso
participar en eventos de apoptosis. En los sistemas tipo | y lll se cuenta con sets de proteinas que
poseen un dominio con pliegue Rossmann asociado a CRISPR (CARF; adaptado del término en inglés
CRISPR-associated Rossmann fold domain) que regulan alostéricamente la tasa de actividad del
sistema CRISPR/Cas; otro ejemplo notable es |a proteina Csn2 que parece participar en la prevencion

del dafio al ADN cromosdmico durante el evento de integracion (Makarova KS, et al., 2011).
1.3.3.4 Complejos efectores en los sistemas CRISPR/Cas

Todos los sistemas CCas constan de dos principales médulos formados de sets de genes que
codifican proteinas involucradas en el proceso de adaptacién (esto es la adquisicion de nuevas
secuencias espaciadoras) y funcién efectora, la cual consiste en el procesamiento del pre-crRNA,
reconocimiento del blanco y escisidon del mismo. El médulo de adaptacién es ampliamente uniforme
entre los diversos sistemas CCas y consisten en la endonucleasa Casl y su subunidad estructural
Cas2. Esta uniformidad contrasta con la variabilidad encontrada en los mddulos efectores ya que
éstos son dependientes de las subunidades o unidades que conforman a cada tipo y subtipo del

sistema CCas (Koonin E, et al., 2017).
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En los sistemas CCas tipo | y lll el complejo multimérico efector sobre crRNA-ec median las
fases de procesamiento e interferencia del sistema de defensa por CCas. En el sistema tipo | este
complejo es conocido como Cascade, mientras en los tipos llI-Ay |1I-B estos complejos son conocidos
como Csm y Cmr respectivamente. Una caracteristica estructural comun (bucle rico en glicina)
encontrada entre las proteinas Cas del crRNA-ec es el motivo de reconocimiento RRM, un dominio
de unidn a 4cidos nucleicos que es el pliegue central de la extremadamente diversa superfamilia de
proteinas RAMP. (Durante la primera comparacién sistematica de secuencias de las proteinas Cas
se identificé una extensa superfamilia de diversas proteinas que mostraban una limitada similaridad
entre ellas, centrandose en un bucle rico en glicina. Estas proteinas fueron llamadas RAMPs (Repair-
Associated Mysterious Proteins) dado que se suponia en un inicio que las proteinas Cas formaban
parte de un sistema de reparacién del ADN no descrito. Subsecuentemente, cuando se aclaré la
relacién entre los repetidos CRISPR y las proteinas Cas, esta superfamilia fue renombrada como
Repeat-Associated Mysterious Proteins sobreviviendo el acrénimo RAMP. La comparacion de
multiples estructuras cristalizadas de RAMPs llevé a denotar que todas ellas poseen formas distintas
del dominio RRM. Actualmente las RAMPs poseen el nombre de familia Cas5, familia Cas6 y familia
Cas7). Las RAMPs Cas5 y Cas7 comprenden el esqueleto de crRNA-ec. En los sistemas tipo I, Casb6 es
tipicamente la endonucleasa activa que es responsable del procesamiento de crRNA, mientras que
Cas5 y Cas7 son las proteinas no cataliticas responsables de la unién al RNA; empero, recordando la
gran variabilidad y posible recombinacion modular presentada por las proteinas Cas, en el subtipo
I-C al procesamiento de crRNA es catalizado por Cas5. En los sistemas tipo lll, la enzima responsable
para el procesamiento de crRNA no ha sido identificada, mas es supuesto que Cas6 es la
responsable; sin embargo, Cas6 no es subunidad de los complejos efectores en este sistema, y en
algunos casos ésta es provista de manera trans por otros loci CRISPR-Cas. Por otro lado Cas7 esta
involucrada en la degradacion co-transcripcional del RNA durante la fase de interferencia (Makarova
KS, et al.,, 2015; Kin T, et al., 2015). En adicion a Cas5, Cas6, y Cas7, los crRNA-ec tipicamente
contienen dos proteinas designadas de acuerdo a su tamafio, subunidad mayor y subunidad menor.
La subunidad mayor estd presente en todos los tipos | y Ill conocidos de crRNA-ec, mientras la
subunidad menor estd ausente en ciertos loci de tipo |, por lo que la subunidad mayor sustituye
funcionalmente a ésta por medio de un dominio carboxilo terminal que provee de estabilidad
estructural. En los sistemas tipo lll, la subunidad mayor es una enzima putativa relacionada a las
ciclasas codificada por cas10, mientras en los sistemas tipo | la subunidad mayor es codificada por

diversos genes cas8 que adoptan una estructura en complejo que no demuestra similitud con otras
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proteinas. Cas10 contiene dos dominios Palm semejantes a ciclasas, que son una forma de dominios
RRMs, y la conservacién de residuos de aminodacidos cataliticos implica que uno de estos dominios
esta activo mientras el otro no; el sitio catalitico del dominio activo es requerido para la escisién del
ADN de doble cadena durante la fase de interferencia, pero estd actividad todavia carece de
caracterizacién a detalle. Se ha especulado que Cas8 es homdloga a Cas10, y la similitud entre la
organizacioén estructural de crRNA-ec entre los sistema tipo | y tipo Il apoyan ésta hipodtesis, mas
analisis estructurales y de secuencia demuestran lo contrario. Se ha demostrado que ciertas Cas8
del subtipo I-B poseen actividad especifica de nucleasa para el ADN monocatenadrio, la cual es
requerida para la fase de interferencia. Esta actividad no se ha podido determinar si es caracteristica

determinante y universal de la subunidad mayor (Kin T, et al., 2015).

Las proteinas de la subunidad menor son codificadas por los genes csm2 (subtipos llI-A y IlI-
D), cmr5 (subtipos IlI-B y 11I-C), cse2 (subtipo I-E), o csa5 (subtipo I-A). Estas son proteinas a-hélice
gue no poseen homdlogos, aunque comparaciones estructurales entre todas ellas han planteado la
posibilidad de que las proteinas en las subunidades menores en los sistemas tipo | y Ill sean
homologas entre ellas. A pesar de las diferencias en detalles estructurales la forma y arquitectura
entre los complejos Cascade, Cmr y Csm son sorprendentemente similares. Esto sugiere que un
complejo efector ancestral evoluciond previo a la divergencia de los sistemas tipo | y Il. A la fecha se
desconoce alguna funcién catalitica de las subunidades menores en los complejos crRNA-ec, mas
los analisis por cristalografia han demostrado que las a-hélices presentes en ellas ayudan a formar
una especie de andamiaje o apoyo estructural para el complejo (Hille F, Charpentier E, 2016; Kin T,

et al., 2015).
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Figura 1.10.- Estructura de wun complejo
multiprotéico del sistema CRISPR-Cas. Complejo
multimérico Cascade para el sistema tipo | se
muestra en “a”. Los complejos multiméricos para
los sistemas tipo IlI-A y 11I-B conocidos como Csm y
Cmr se muestran en “b”. Variantes para los
complejos anteriores se muestran en “c” y “d”.

(Tomado de Makarova KS, et al., 2015)

1.3.3.5 Mecanismo de CRISPR/Cas

Como ya se ha mencionado, un arreglo CRISPR consta de secuencias cortas repetidas
separadas por espaciadores con secuencias Unicas. Estos espaciadores tuvieron su origen en el
material genético de un virus o un plasmido el cual pasé por un proceso para ser introducido en el
arreglo CRISPR y ser reconocido por las proteinas efectoras Cas en una invasién posterior. Dado que
el genoma de la bacteria o arquea es modificado en el proceso de adquisicidon e integracién de
nuevas secuencias invasoras, éstas mismas son heredadas a la progenie de la bacteria o arquea ya
sea en el cromosoma bacteriano o plasmidos. La adicion de estas nuevas secuencias espaciadoras
se hace a un costado del arreglo CRISPR, haciendo que este sea una suerte de registro cronolégico

de las invasiones pasadas tanto suyas como de la célula progenitora.

El mecanismo de defensa mediado por CCas puede ser dividido en tres fases, procesos o
pasos. El primero de ellos, adaptacidn, lleva a la insercién de nuevos espaciadores en el locus CRISPR.
En la segunda fase, expresion, el sistema se prepara para la expresién de los genes cas y la
transcripcién del arreglo CRISPR en un largo pre-crRNA. Subsecuentemente, el pre-crRNA es
madurado en un crRNA mediante las proteinas Cas y factores accesorios. En el tercer y ultimo paso,
interferencia, el cido nucleico blanco es reconocido y destruido por la accién combinada del crRNA

y proteinas Cas. Sin excepcion, todos los tipos de sistemas CCas llevan a cabo las tres fases, con

54



cambios principalmente dependientes en los mddulos efectores de cada sistema (Koonin E, et al.,

2017).

La fase de adaptacién provee de una memoria genética, la cual es un prerrequisito
indispensable para las subsecuentes fases de expresioén e interferencia que neutralizan a los acidos
nucleicos invasores. La insercidn de nuevos espaciadores ha sido experimentalmente demostrada
en diversos subtipos de CCas y en diversas bacterias y arqueas. Hay dos formas de adquirir una
nueva secuencia espaciadora; naive, cuando la secuencia invasora no ha sido previamente

procesada, y primed, cuando existe una secuencia previa en el arreglo CRISPR (Rath D, et al, 2015).

Figura 1.11.- En laimagen superior (a) se observa una organizacion tipica de un arreglo CRISPR con sus componentes
y las proteinas Cas. En (b) se aprecia de manera resumida el mecanismo de adaptacion mediante CRISPR/Cas.

Notese las proteinas Casly Cas2 como efectoras en este mecanismo. Tomado de (Amitai G, Sorek R., 2016)

A pesar de que la adquisicién de nuevos espaciadores ha sido observada y demostrada, el
mecanismo es parcialmente entendido. Conceptualmente, el proceso puede ser dividido en dos sub-
procesos: la selecciéon del protoespaciador y generacién del material espaciador seguido de la
integracion de éste al arreglo CRISPR y sintesis de un nuevo repetido. Ocasionalmente la delecidn
de espaciadores es requerida debido al limitado tamafio del arreglo CRISPR, aunque esto parece ser
dependiente de la especie de bacteria o arquea de la que se trate; empero, se conoce poco acerca
del mecanismo vy la frecuencia con lo que esto sucede ya que solo se cuenta con la evidencia en el
arreglo CRISPR, mas no el hecho bioldgico reproducible (Rath D, et al, 2015; Makarova KS, et al.,
2015).
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Los factores clave para la integracion del espaciador son las proteinas nucleasa Casl y Cas2.
Estas forman un complejo en el cual un dimero de Cas2 se une a dos dimeros de Cas1. La formacién
de este complejo es requerida para la adquisicién de una nueva secuencia espaciadora, pero, la
actividad catalitica que posee Cas2 es dispensable durante todo el proceso. Se ha especulado que
el complejo Cas1-Cas2 posee la funcionalidad de transportar el material espaciador y llevar a cabo
la integracion del mismo, lo que puede explicar la presencia de cuatro subunidades Casl en el
complejo funcional. Se conocen pocos factores adicionales requeridos para adquirir un nuevo
espaciador: Cas9, Csn2 y tracrRNA en el tipo Il-A, y Cas4 para el tipo I-B. El papel de tracrRNA, Csn2
y Cas4 no son claros pero Cas9 guia la maquinaria de integracidon. Las polimerasas, ligasas y
recombinasas de la célula en la cual se estd llevando a cabo el proceso de defensa mediado por CCas
toman un papel genérico durante la adaptacién debido a que son comunes en todas las células que

poseen el sistema de defensa CCas (Rath D, et al., 2015; Hille F, Charpentier E., 2016).

La seleccidn de espaciadores es guiada por ciertos elementos en la secuencia blanco. Los
analisis en estas secuencias han revelado un motivo corto adyacente a ésta llamado motivo PAM la
cual es crucial para la discriminacion entre “lo propio y lo no propio”. Inicialmente se habia pensado
que la secuencia PAM era solo importante durante la fase de interferencia, posteriormente la
evidencia sugirié que PAM es importante en la fase de adquisicién del espaciador debido a que es
adyacente al protoespaciador. Una vez localizado, no es sabido si el protoespaciador es cortado o
copiado del blanco debido a que tras la seleccidon ocurre una degradacion total de la secuencia

invasora (Hille F, Charpentier E, 2016; Kin T, et al., 2015).

Una vez obtenida la secuencia es necesario integrarla al arreglo CRISPR, en este punto la
actividad nucleasa de Casl es requerida para cortar el arreglo CRISPR e integrarlo al mismo. Los
estudios in vitro han determinado que el complejo Cas1-Cas2 es el responsable de la insercién por
medio de un mecanismo reminiscente a las integrasas retrovirales. Sin embargo, no se ha podido
determinar si este mecanismo de integracion es conservado entre los diferentes tipos CCas, ya que
esto solo ha sido descrito en E.coli. Lo que ha sido bien establecido es que, durante la fase de
adaptacion, sin importar la clase de sistema CCas o especie de bacteria o arquea de quien se trate,

el complejo Cas1-Cas2 es necesario.

Hay que recordar que una parte fundamental, todavia en debate, del sistema CCas es la
secuencia lider. Se ha demostrado que la secuencia lider y un repetido aledafio son requeridos para

la integracidn del espaciador; ademas, la secuencia lider proximal a los repetidos funciona como
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molde para la sintesis de un nuevo repetido, es decir, la duplicacién del mismo (Koonin E, et al.,
2017). Se ha sugerido que la integracion polar de los nuevos espaciadores es dependiente a la
secuencia lider, aunque hay multiples excepciones. La caracteristica palindromica o semi-
palindrémica de los repetidos CRISPR son importantes para determinar la posicion e integracion del
nuevo espaciador al arreglo CRISPR. Debido a las cualidades de estos repetidos, forman bucles
llamados estructuras cruciformes que reclutan al complejo Cas1-Cas2 para ser escindido por Casl e
integracién posterior de la secuencia espaciadora. En modelos in vitro el complejo de adaptacion
Cas1-Cas2 reconoce a toda aquella estructura cruciforme presente en el ADN a pesar de no ser
repetidos palindromicos o semi-palindrémicos propios de un arreglo CRISPR. Lo anterior no posee
funcién bioldgica benéfica o perjudicial alguna sobre la secuencia reconocida por “error” ya que el
complejo solo queda unido mas no es cortado (Kin T, Tsui M, et al., 2015; Bhaya D, Davison M, et

al., 2011).

Se ha determinado que la fase de adaptacién se encuentra acoplada a la maquinaria de
interferencia por medio de la adquisicion de la secuencia espaciadora primed, lo que ocurre cuando
ya estd presente un espaciador diana en el arreglo CRISPR. La maquinaria de interferencia y el
espaciador prexistente aceleran la adquisicién de espaciadores subsecuentes de la misma diana. La
adquisicion primed de espaciadores solo ha sido reportada en los sistemas CCas tipo | y sus subtipos,
mas en los tipos Il y Ill no. De hecho, el mecanismo por el cual se lleva a cabo el priming es

desconocido (Koonin EV, et al, 2017; Rath D, Amlinger L, et al., 2015).

En la fase de expresidn, el locus CCas es transcrito para generar el complejo RNA-proteina.
Primeramente el locus CRISPR es transcrito iniciando a partir de la regidn de la secuencia lider. Esta
contiene elementos promotores y sitios de unidn para proteinas reguladoras, ademas de elementos
importantes para la integracién de nuevos espaciadores. Al inicio se genera un transcrito largo, el
pre-crRNA, el cual llega a presentar hairpins debido a los palindromos del locus CRISPR. Este pre-
crRNA es procesado en fragmentos mas cortos correspondientes a un solo espaciador flanqueado
por repetidos. Las proteinas Cas responsables del procesamiento del crRNA varian de acuerdo a la
clase a la cual pertenezca el sistema CCas, lo que ha complicado la manera de explicar el mecanismo.
Es importante denotar que una célula puede contener los tres tipos de sistema CCas en su genoma,
sin importar su localizacién en cromosoma o pldsmido, co-existiendo y co-funcionando, y a pesar de

ello cada sistema procesa su propio pre-crRNA (Rath D, Amlinger L, et al., 2015).
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Figura 1.12.- Representacion de la fase de expresion y maduracidon (c) en donde se observa el proceso de
maduracidn tres la expresion del crRNA el cual servird como guia para eliminar la secuencia invasora. (Tomado de

Amitai G, Sorek R., 2016).

Si se hace una comparacidn general entre los tres tipos de sistema CCas, se denota que el
tipo | y lll comparten similitudes en la manera por la cual procesan el pre-cRNA, asi como la
estructura y del complejo crRNP formado. Todos los sistemas tipo | y lll emplean la proteina Cas6
para el procesamiento del pre-cRNA, a excepcion del sistema I-C o I-E que emplean Cas5d o Cas6e
respectivamente. Elsistema tipo | (el mas estudiado a la fecha en E.coli) forma el complejo Cascade
que consta de Casbe, Csel, dos copias de Cse2, Cas5e, seis copias de Cas7 y el crRNA. El complejo
Cascade posee forma de hipocampo, en dénde las proteinas Cas7 proveen de un sostén helicoidal
para el crRNA mediado por pulgares B-hairpins; mientras Cas5e y Cas6e anclan los extremos 5’y 3'a
lados opuestos del complejo Cascade. Por otro lado en los sistemas tipo lll, la maduracién del pre-
crRNA también involucra a Cas6, asi mismo los complejos Csm y Cmr poseen una estructura y

funcién similar a Cascade (Rath D, Amlinger L, et al., 2015; Makarova Ks, et al., 2015).

En esta misma fase, el sistema tipo Il emplea un mecanismo completamente diferente para
la transcripcidn del pre-crRNA, ya que ésta se basa en la dependencia a la RNase Il del hospedador
y un tracrRNA que se une por complementariedad de bases al pre-crRNA. De manera comun, y
descrita hasta ahora, esta fase depende de Cas9 (Makarova KS, et al., 2015), lo cual se discutird mas

adelante.

El principio de interferencia es sencillo, el crRNA unido al complejo efector localiza la
secuencia protoespaciadora para activar la degradacion del blanco mediante nucleasas Cas
especificas. En el sistema tipo |, el complejo Cascade localiza al ADN blanco y Cas3 o sus variantes
realizan la degradacion. Se ha visto que Cas3 puede estar ausente en el complejo Cascade y de
suceder esto, Cas3 es reclutado en el momento requerido para el corte. Tanto el sistema tipo | y llI

requieren para la fase de interferencia la presencia de la secuencia PAM, ademas de una
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coincidencia completa protoespaciador-crRNA en una regién llamada “semilla” la cual es adyacente
a PAM. En el complejo Cascade puede interactuar de manera no-especifica con el ADN y escanear
por PAMs y regiones semillas, siendo éstas detectadas por Csel. El apareamiento de bases comienza
por la regién semilla y continta por el resto del crRNA, lo que lleva a la dislocacion de la hebra del
ADN no-unida y la formacién de bucles-R. La unién del crRNA al blanco causa un cambio
conformacional tanto en el complejo Cascade y en el ADN blanco, lo que pudiera ser la sefial para
el reclutamiento de Cas3 si no estd presente en el complejo. Cas3 procede al nicking, es decir el
corte en una sola cadena, del ADN blanco y contintia una degradacion progresiva de éste cada seis
bases. Al finalizar el complejo Cascade se disocia del blanco degradado, mas no se conoce si éste se

desarma o puede recibir un nuevo crRNA (Rath D, Amlinger L, et al., 2015; Marraffini LA., 2015).

Figura 1.13.- Representacion del mecanismo de interferencia (d) tras la expresién y maduracion del crRNA. Cabe
denotar que éste ultimo lleva a cabo la funcion mas importante para combatir las infecciones de bacteriéfagos.

(Tomado de Amitai G, Sorek R., 2016).

Por otro lado, el sistema tipo Ill es caracterizado por la accién de complejos multiméricos
similares a Cascade, el complejo Csm y Cmr. El complejo Csm del sistema CCas IlI-A esta formado
por seis proteinas pero la nucleasa aun no ha sido identificada; mientras Cmr del tipo IlI-B esta
compuesto por seis o siete proteinas (dependiendo de la especie y subtipo) y de ellas Cmr4 es la
nucleasa funcional. El sistema tipo Ill no ha sido caracterizado del todo debido a que en ciertas
especies de arqueas el complejo Cmr reconoce tanto ARN y ADN, mientras en la mayoria el
reconocimiento de ADN es llevado a cabo por Csm y el ARN por Cmr; asi mismo recientemente se
descubrié que la arquea S.islandicus posee un locus hibrido de proteinas efectoras pertenecientes
tanto al sistema IlI-A y IlI-B. A pesar de ello, de manera general se concibe que ambos complejos
actdan de una manera similar a Cascade, empleando un andamio de soporte para el blanco y la
nucleasa actuando sobre de éste cada cuatro a seis bases (Rath D, Amlinger L, et al., 2015; Marraffini

LA., 2015). Una caracteristica importante encontrada entre el sistema tipo | y Il es la dependencia a
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PAM para reconocer entre el material propio del no-propio; esta misma caracteristica estd ausente
en el sistema tipo Ill y se ha hipotetizado que la discriminacién es llevada a cabo por un
apareamiento extendido entre el crRNA y el material enddgeno, lo que inactiva el complejo efector

del tipo lIl. Sin embargo, este mecanismo todavia sigue siendo investigado (Koonin EV, et al., 2017).
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Figura 1.14.- Esquematizaciéon del mecanismo del sistema CRISPR-Cas tras una infeccidon con material genético exégeno. En “a”
se resume la fase de adaptacion, mientras en “b”, “c” y “d” se muestran las diferentes vias de biogénesis de crRNA y unién al

blanco dependientes del tipo de CRISPR-Cas al cual pertenezcan. (Tomado de Jiang W, et al., 2015)
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Como se ha descrito en el presente trabajo, el sistema CCas posee tanto generalidades y
particularidades que han complicado la investigacion bdsica del sistema como su aplicacion; no
obstante, el sistema mas estudiado ha sido el tipo Il. Per se, el sistema CCas tipo Il se basa en la
interaccion de la proteina efectora Cas9 que en conjunto con un particular ARN guia (ARNg) lleva a
cabo el reconocimiento y degradacién del blanco. A comparacién de los otros dos sistemas en los
cuales el pre-crRNA es procesado y empleado posteriormente, el pre-crRNA del sistema tipo Il es
disfuncional. La biogénesis de un crRNA funcional involucra la co-transcripcion del pre-crRNA vy el
tracrRNA. Una caracteristica importante del tracrRNA es que es homodloga a los repetidos blanco
encontrados en el locus CRISPR, uniéndose esta secuencia de ARNpnc por complementariedad a la
primera seccidn de repetidos 3’del pre-crRNA. Tras ésta unidn el complejo formado pre-crRNA-
tracrRNA es escindido en fragmentos mas cortos por la accion enzimatica de la ARNasa Il de la célula
procarionte. El complejo madurado es llamado ARNg que actla a manera de sonda que se une al
blanco exdgeno invasor reclutando a Cas9, no obstante otro modelo propuesto dicta que el armado
del ARNg y unién a Cas9 tiene lugar primero antes de unirse al blanco. El ARNg se une a partir de la
secuencia 5terminal del protoespaciador blanco empleando la secuencia crRNA, mientras que el
tracrRNA forma un anclaje molecular con la proteina Cas9. Esta proteina posee una forma bi-lobular
conformada por los dominios estructurales REC1, REC2, Pl (PAM Interacting domain) y dos dominios
nucleasa llamados RuvC y HNH localizados de manera encontrada sobre el sitio catalitico, los cuales
cortan la doble cadena del ADN. La escision del ADN de doble cadena es llevada a cabo entre la
tercer o cuarta base posterior a la secuencia PAM, la cual en el caso de Cas9 posee el motivo NGG.
Tras el corte, Cas9 puede unirse a un nuevo complejo ARNg y repetir la accidn protectora del sistema

CCas (Jiang F, Doudna JA., 2017; Nishimasu H, Nureki O., 2017).
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Figura 1.15.- Estructura por cristalografia de la unidn de Cas9 con su blanco. Nétese los cinco dominios que forman

Unicamente a la proteina Cas9. (Tomado de Trufts University, 2017).

Es importante hacer denotar que la manera en la cual el gRNA se une a la proteina Cas9 no
ha sido descrita en su totalidad. Se sabe que el sitio de unidn de los bucles del ARNg, formados entre
los repetidos del pre-crRNA y tracrRNA, tiene lugar en REC1 quien funge como soporte, mientras
que REC2 no posee una funcion directa con el ARNg. Mutaciones dirigidas en REC1 anulan
completamente la unién de Cas9 con el ARNg, mientras las realizadas en REC2 disminuyen
transitoriamente la actividad de Cas9, lo que sugiere una funcién esencial de REC1 y una funcién
dispensable para REC2. Se ha hipotetizado que durante el proceso de unién del gRNA existe un
fuerte cambio conformacional transitorio que expone los sitios cataliticos de Cas9, sin embargo el
sitio nucleasa RuvC también funge como soporte para el gRNA a pesar de que el andlisis del sitio
indica una completa actividad de nucleasa. Parte del reconocimiento del gRNA y de la secuencia
blanco es mediado por las interacciones entre éste y el sitio PI. Los residuos de arginina 1333y 1335
del Pl se unen al surco mayor de las guaninas de la secuencia PAM mientras que el residuo de serina
1109 del phosphate lock loop posicionado en +1 PAM, estabilizan en conjunto al ADN promoviendo
un giro de 180° de la secuencia diana hacia el gRNA. Tras la rotacién y apareamiento de las bases

gRNA-blanco toma lugar la escisién (Nishimasu H, Nureki O., 2017; Nishimasu H, et al., 2014).
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Figura 1.16.- Representacion del proceso de unidn de Cas9 a su sitio blanco. Ver parrafo superior para explicacion

de la misma. Imagen original de Anders, et al., 2014; Nishimasu H, et al., 2014. (Tomada de Trufts University; 2017)

El mecanismo de escision es llevado a cabo por las nucleasas putativas (Las nucleasas
putativas poseen la caracteristica de no reconocer de manera especifica una secuencia para el corte
o degradacion) RuvCy HNH las cuales son dependientes de iones metalicos. El dominio HNH de Cas9
escinde la cadena de ADN complementaria al ARNg en su sitio catalitico BBa-metal-fold, en el cual
el residuo de histidina 840 activa una molécula de agua para el ataque nucleofilico sobre el fosfato

escindible quien es mas electrofilico gracias a la unién coordinada con un ién magnesio, lo que se
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traduce en la escision 3’-5" del enlace del fosfato y ruptura del ADN. El mecanismo por el cual RuvC
lleva a cabo la escisién de la cadena no complementaria al ARNg es similar a HNH, sin embargo,
emplea dos iones magnesio en coordinacion con el fosfato de las bases nitrogenadas, siendo el

principal cambio el ataque nucleofilico a partir del residuo de histidina 983 (Nishimasu H, Ran FA, et

al., 2014).
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Asn 863

Figura 1.17.- Esquematizacion de la escisidon
mediada por el dominio HNH de la proteina Cas9.
Original de Anders, et al., 2014; adaptada por
(Trufts University., 2017)
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1.3.3.6 Sistema CRISPR-Cas como herramienta de edicion gendmica
Varias de las proteinas Cas caracterizadas a la fecha poseen de una u otra forma un dominio de
unidn a acidos nucleicos; por lo que el sistema CCas puede ser empleado como la base para crear a
partir de el un set de herramientas ingenieria genémica o edicion gendmica. A pesar de las
diferentes proteinas Cas existentes, Unicamente Cas9 puede ser disefiada para reconocer su sitio
blanco en virtud de ser guiada por un ARN.

Para hacer mas conveniente el sistema tipo Il, la dupla tracrRNA:crRNA fue hibridada en uno
solo, llamado single guided-RNA (sgRNA) quien tiene dos caracteristicas importantes: una secuencia
complementaria al ADN (tipicamente de 20pb) y una estructura de doble cadena en la posicién 3’
que se une a Cas9. El sistema CCas emplea a Cas9 para introducir rupturas de doble cadena
especificas en las secuencias blanco de ADN. Para que esto suceda el sistema CCas9 requiere del
motivo PAM en la porcion 3’final de la cadena de ADN blanco para facilitar su unién. El
reconocimiento de PAM es necesario para activar la conformacion de Cas9. PAM también es
importante como un sistema de reconocimiento y control para proteger al sgRNA de si mismo y
evitar ser el blanco. De ésta manera la actividad de nucleasa de Cas9 puede ser dirigida a cualquier
regién gendmica que posea inmediatamente un PAM 5’, simplemente mediante el disefio de un

sgRNA qué sea complementario a la secuencia ADN blanco (Pellagatti A, Dolatshad H, et al., 2015).

Figura 1.18.- Representacion de un sgRNA unido al blanco y a Cas9. (Tomado de Pellagatti A, Dolotshad H, et al., 2015)
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1.4 Especificidad de las Nucleasas

Al ser empleadas para manipular genomas complejos, las nucleasas sintéticas deben ser altamente
especificas con un minimo o nada de impacto en el genoma nuclear circundante para evitar
modificaciones no intencionadas. Por lo tanto la especificidad de una nucleasa se resume en una
caracteristica simple -cortar en un solo sitio sin dafar, directa o indirectamente, al resto genoma
nuclear-. Debido a lo anterior, la especificidad de las nucleasas es un tema de interés mayor en el
campo de la edicion gendmica. Existen otras caracteristicas que son deseables en el disefio de una
nucleasa sintética como la facilidad con la cual pueden ser disefiadas (incluyendo el sitio de
reconocimiento a la secuencia) y eficiencia con la cual pueden ser introducidos a la célula deseada

y que realicen en aquella cantidad el efecto deseado.

Los primeros experimentos para mejorar las cualidades de las nucleasas se realizaron en
Fokl, empleada tanto por ZFNs y TALENs. De manera natural Fokl no es dimérica y era propensa a
cometer varios errores al cortar debido a la baja especificidad relacionada a la falta de un soporte.
Al fusionar la nucleasa con los dominios de unién y reconocimiento especifico del ADN se modific
ésta para que actuara de manera obligatoria como heterodimero. Al editar el dominio de
dimerizacién se logré aumentar exponencialmente la especificidad y reconocimiento espacial de la
secuencia deseada, siendo ésta modificacién la mas empleada, tanto por grupos de investigacion
como por laboratorios privados, para realizar los cortes con sistemas dependientes de Fokl

(Scharenberg AM, et al., 2016; Porteus MH, 2015).

Ha sido demostrado que tanto ZFNs y TALENs pueden ser empleados en experimentos de
edicion gendmica estable, hasta el punto en que ya estan siendo empleadas en ensayos clinicos de
terapia celular con resultados prometedores; sin embargo, a pesar de su éxito no es posible negar
los pequenos errores que presentan ambas herramientas por lo que no han alcanzado un status de
seguras para aplicacidn clinica en humanos por las agencias reguladoras internacionales. Ambas
sufren del efecto off-target, en mayor o menor medida, pero este es apreciable en las zonas
cercanas al sitio deseado y no diseminadas de manera aleatoria en el genoma. De acuerdo a
revisiones recientes en el tema, no es posible determinar de manera certera las causas de este
fendmeno, e.j. algunos casos son debido a células mas permisivas que otras, marcadores
epigenéticos cercanos a la secuencia deseada, CpGs, cantidad de repetidos circundantes, variantes
de los dominios de unién al ADN empleados, via de transfeccidn y método para lograrlo, entre las

causas mas destacables (Steward CN Jr, et al., 2014; Porteus MH, 2015; Zhang F, et al, 2015).
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Con el descubrimiento de la capacidad de programacion del sistema CCas se propuso que
los avances en la edicion gendmica serian a grandes saltos, pero no fue asi debido a una serie de
problematicas relacionadas al disefio del hibrido sgRNA-nucleasa cas (Charpentier E, et al., 2012).
Desde que se comenzd a emplear como herramienta para edicién gendmica, diferentes grupos de
investigacion se abocaron a estudiar la especificidad del mismo y encontrando que de los tres es el
gue menos ofrece una reproducibilidad en su especificidad a pesar de ser el mas sencillo de disefiar
y probar in silico. Diversos estudios salieron a la luz dejando en claro que CRISPR/Cas tiene un
elevado indice off-target y no solo en las secuencias aledafias sino también de manera aleatoria en
el genoma nuclear (Huang J, et al., 2015) con graves efectos, propios de la reparacion del ADN por
cualgquiera de las dos vias ya mencionadas. La causante principal de ello es el mismo sgRNA
empleado. Al ser una secuencia pequefia (18-20pb) aumenta la posibilidad de encontrar en el
genoma secuencias parecidas que tengan la regién PAM completa; caso contrario, son ZFNs y
TALENs que al reconocer secuencias de mayor tamafio se vuelva mas dificil el hecho de
equivocacion. En la actualidad CRISPR/Cas es la mas estudiada y se han realizado esfuerzos para
modificar y establecer guias para disefiar de manera correcta al sgRNA o incluso modificar los
dominios de unidn de cas para que acepte dos sgRNAs (sentido-antisentido) para aumentar la
especificidad del sistema, lo que ha demostrado grandes beneficios (ver mas adelante en el presente

trabajo).

Sin importar el tipo de nucleasa elegida es dificil poder determinar el espectro completo de
cortes fuera del blanco en un genoma complejo. De manera comun los estudios de especificidad se
basan en un conocimiento a priori de modelos in silico con modelos matematicos con una capacidad
de predictibilidad aceptable, mas solo es en las secuencias ya conocidas o previamente reportadas
con una frecuencia alta de cortes off-target. El problema verdadero para poder ser empleadas como
herramientas para la edicién gendmica terapéutica son las secuencias codificantes o reguladoras
con una baja frecuencia off-target que pasan desapercibidas en la mayoria de los modelos
matematicos o biolégicos que no emplean tecnologias de secuenciacion masiva de nueva
generacion complementadas via Sanger. Hasta la fecha no se ha podido consolidar las reglas basicas
para el disefio de cada una de las herramientas de ediciéon gendmica debido a que los efectos off-
target varian entre linajes y senescencia celular, longitud de la secuencia, etc (Li J, et al., 2015;

LaFountaine JS, et al., 2015).
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Uno de los objetivos principales que se tienen con el uso de las herramientas de edicion
gendmica es el tratamiento de enfermedades de diversa indole, en especial aquellas que
representan un problema de salud en la poblacién. Como se vio en las tablas anteriores las
enfermedades que son empleadas como modelos terapéuticos suelen ser céanceres,
inmunodeficiencias o incluso obesidad; empero, estan disefiadas para modelos ex vivo, es decir,
obtener células del paciente y tras modificarse volver a ser introducidas. No en todos los casos a
estudiar es viable realizar la terapia celular o génica en un tejido in vivo, ya que ciertas enzimas son
tejido especificas o ampliamente distribuidas por el organismo y el cambio en un solo lugar no es

suficiente para recuperar la funcionalidad fisioldgica en su totalidad.

Lo anterior es representativo de las enfermedades monogénicas, en las cuales una sola
disrupciéon en un gen es capaz de causar serias patologias que pueden tener un tratamiento
paliativo que mejore ligeramente la vida del paciente o no tenerlo. Debido a la falta de
medicamentos para muchas de ellas se ha visto como una opcion la edicion de genes para poder
sacar adelante a los pacientes afectados; mas, para ello se debe recurrir a metodologias practicas
poco aceptadas como lo es la modificacion gendmica en un embrién humano viable, ya que en estos

casos la mejor terapia es aquella que restituya la funcionalidad del gen o su proteina efectora.

Capitulo 2 “Panorama general de las Enfermedades Monogénicas”
2.1.- Enfermedades Genéticas y Monogénicas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado a las enfermedades humanas en cuatro
grupos dependiendo su razén etioldgica: enddgenas, exdgenas, ambientales, y multifactoriales
(WHOICD; 2016). Los cuatro grupos anteriores comprenden mas de 7,000 diferentes patologias, de
las cuales aproximadamente mds de 6,000 estan clasificadas en enddgenas-multifactoriales de
etiologia genética o relacionada a ésta. El término de enfermedad genética (EnGs) o condicidn
genética es muy amplio, mas hace alusidon a una (o unas) aberracion(es) en el material genético,
cuyo origen puede ser hereditario o adquirida a lo largo de la vida y pone en riesgo la salud de un
paciente en un menor o mayor grado. Por convencidn las EnGs se dividen en tres categorias
principales: desérdenes cromosémicos, enfermedades mendelianas o monogénicas, y

enfermedades multifactoriales.

70



2.1.1.- Desérdenes cromosdmicos

Estos pueden ser divididos en dos grandes grupos: aquellos causados por anormalidades
numeéricas o aquellos causados por anormalidades estructurales. Las anormalidades cromosdmicas
numeéricas incluyen multiplos exactos del nimero haploide, a lo que se le denomina poliploidia.
Tanto la anormalidad triploide (69 cromosomas) como tetraploide (92 cromosomas) son
diagnosticadas en fetos o embriones de abortos espontaneos debido a que ambos problemas son

incompatibles para la vida (Luthardt FW, Keitges E., 2001).

Las anormalidades numéricas mds comunes son resultado de la ganancia o pérdida de uno
0 mas cromosomas, siendo denominadas como aneuploidia. Estas ocurren por un evento irregular
de separacion de los cromosomas durante la division celular denominado no-disyuncién, la cual
ocurre durante la primer o segunda divisién meidtica. Esto da lugar ya sea a una copia extra de un
cromosoma (trisomia) o una copia faltante (monosomia). La aneuploidia también puede ocurrir
durante la mitosis posterior a la concepcidn y conlleva a un mosaicismo cromosémico, en el cual
una persona tiene una mezcla de dos lineas celulares al tener cada una un nimero cromosdmico

diferente (Lam WWK, Mueller RF., 2002).

Las anormalidades cromosdmicas estructurales resultan de rupturas en los cromosomas. Si
un solo cromosoma se ve afectado por un evento de ruptura el resultado serd una delecién (pérdida
de material), duplicacién (ganancia de material), o inversion cromosémica (rearreglo del material).
Si el cromosoma presenta deleciones en ambos extremos da lugar a un cromosoma anillado,
mientras que un evento sincréonico de delecion y duplicacién da como resultado un isocromosoma,
el cual posee ya sea dos brazos cortos o dos brazos largos con informacidn genética por duplicado.
Cuando el evento de ruptura involucra a mas de un cromosoma el resultado es la translocacidn, que
es el intercambio de material entre dos cromosomas. Lo anterior puede ser balanceado (sin pérdida
de material) o no-balanceado (con pérdida de material); siendo este ultimo el que presenta un
fenotipo anormal debido a un desequilibrio en el material cromosémico como en el caso de las

deleciénes y duplicaciones (Luthardt FW, Keitges E., 2001).
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Figura 2.1.- Rearreglos cromosdmicos estructurales. a) Brazo cromosémico y bandeo numérico acorde al
ISCN (1995). b) Delecidn terminal y c) delecion intersticial, cada una con pérdida de fragmento acéntrico. d)
Inversidn pericéntrica e e) inversidn paracéntrica, cada uno con rotacion de segmentos entre rupturas. f)
Duplicacion directa y g) duplicacion invertida. h) Formacién de isocromoséma por brazo corto y largo. i)
Cromosdéma anillado con dos fragmentos acéntricos. j) Inserciéon de un segmento cromosémico en un
cromosdma no-homadlogo. k) Translocacidn reciproca con intercambio de segmentos entre cromosémas no-
homdlogos. |) Translocacidn Robertsoniana entre cromosomas acrocéntricos. (Tomado de Luthardt FW,

Keitges E., 2001)
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Recientemente grupos de investigacidn llevaron a cabo experimentos en los cuales lograron
eliminar cromosomas Y completos en ratones mediante el uso del sistema CCas. Para ello disefiaron
sgRNas con diana en los centrdmeros de los cromosomas lo que generd una inestabilidad que
culminé con la fragmentacién de los mismos. De acuerdo con los autores es el primer reporte en el
cual mediante las herramientas de edicién gendmica fue posible eliminar un cromosoma de manera
selectiva lo que da pie a continuar la investigacién en patologias cromosdmicas numéricas (Fatwa

A, etal, 2017).
2.1.2.- Enfermedades monogénicas o mendelianas

Este grupo de enfermedades es originado ya sea por un alelo mutante o un par de alelos
mutantes en un solo locus génico. Estas pueden ser de caracter hereditario o una mutacién de novo
durante el desarrollo embrionario primitivo. En el caso de ser hereditarias, la mayoria de las veces

presentan patrones de herencia bien definido, lo que es importante precisar pues se relaciona a las

primeras manifestaciones clinicas de la enfermedad; ya que en otros casos, no es posible definir con
exactitud el patrén de herencia lo que llega a dificultar el diagndstico temprano y progresion
favorable de la patologia. Estos patrones de herencia pueden ser: autosémica dominante,

autosdmico recesivo, ligado al X recesivo o dominante, y ligado al Y (Kennedy MA., 2005).

El patréon de herencia autosémico recesivo es el mas comun entre las enfermedades
monogénicas. Las patologias de esta indole pueden ocurrir tanto en mujeres como en hombres,
viéndose afectados pocos miembros de una familia en un andlisis de genealogia de multiples
generaciones, poseyendo un riesgo de heredar la mutacién causante a la futura descendencia de
aproximadamente 25%. Los pacientes afectados son homocigotos para el gen dafiado, esto es, que
requieren de la presencia de dos copias del gen para desencadenar la patologia. Caso contrario con
el patrén de herencia autosémico dominante. En éste, la patologia puede ser especifica de sexo
bioldgico, posee un riesgo de herencia de aproximadamente 50%, los pacientes afectados son
heterocigotos para el gen en cuestién, y al analizar una genealogia familiar de multiples
generaciones es posible encontrar una mayor cantidad de personas afectadas. La gran mayoria de
las enfermedades monogénicas (EMGs) son de caracter recesivo mientras que las dominantes son

mas escasas; empero, ambas son raras en la poblacién.

Por otra parte, los portadores sanos no presentan antecesores afectados en un analisis de

genealogia familiar siendo muchas veces casos de novo. Un factor de riesgo importante para que los
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descendientes presenten la patologia es la consanguinidad entre los padres, a pesar de que no se
cumple esta condicion en todas las veces, es determinante para aumentar el porcentaje de riesgo.
De manera “normal” una familia que presenta una conocida EMG recesiva tiene un 25% de
probabilidad de que uno de sus hijos la presente mientras que el 75% restante compete a un
desarrollo sano (25% de homocigosis normal + 50% de ser portadores heterocigéticos). Es
importante denotar que probablemente todos los individuos presentes, y por existir, sean
portadores de un gran numero de alelos correspondientes a EMGs recesivas como resultado de la
gran diversidad genética de la creciente poblacion humana (Kennedy MA., 2005; Stankiewicz P,

Lupski J., 2002).

Como ya se menciond previamente, entre la gran variedad de EMGs existen ciertas
patologias que se heredan de acuerdo con el sexo biolégico afectando o no a los portadores. Las
enfermedades ligadas al cromosoma X mayoritariamente se manifiestan en un patrén recesivo que
generalmente dafian al sexo bioldgico masculino, mientras las mujeres son portadoras sanas debido
a que su segundo cromosoma X provee del alelo sano. En contraste, los hombres al poseer un solo
cromosoma X en el cual se encuentra el alelo dafiado irremediablemente presentaran la
enfermedad y transmitiran este mismo gen a todas sus hijas las cuales seran portadoras sanas. Las
portadoras de este gen lo transmitirdn a la mitad de sus hijos y a la mitad de sus hijas formando asi
una genealogia familiar rastreable. Sin embargo, de manera ocasional las mujeres también
presentaran algun grado de afectacion. Esto en consecuencia de una inactivacién aleatoria del
cromosoma X materno, mas inexplicablemente la afectacién de la paciente es en un grado menor

(Kennedy MA, 2005).
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Figura 2.2.- Esquema representativo de diferentes
patrones de herencia mendelianos. a) Autosémico
dominante, b) Autosémico recesivo y c) Recesivo

ligado al X. (Tomado de Kennedy MA, 2005)

Otra opcidn ligada a las EMGs del cromosoma X es un comportamiento poco comun de
caracter dominante en el cual sin importar el sexo bioldgico del portador se manifestara la patologia;
sin embargo, en un analisis de genealogia familiar siempre se veran mas mujeres afectadas que
hombres. En si, estas patologias se manifestaran tanto en hombres hemicigotos (el gen funcional
Unicamente se encuentra en un cromosoma sexual X o Y) como en mujeres heterocigotas para el
cromosoma X. La inactivacion aleatoria de un cromosoma X al que estan sujetas las mujeres
usualmente significa que ellas tienen una posibilidad menor de presentar la enfermedad en
comparacion con los hombres hemicigoticos salvo que sean homocigotas para el alelo causante. La
descendencia proveniente de una madre afectada tiene un 50% de probabilidad de heredar la
patologia; esta situacién cambia si el afectado inicial es un vardn y de ser el caso, todas las hijas de

éste heredaran el gen patoldgico y sus hijos no.
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Figura 2.3.- Esquema representativo para

el patrén de herencia ligado al —X-

1 2 dominante. (Tomado de Michigan State

University, 2017)

1"

Finalmente, mas no menos importante, se encuentran los pocos desérdenes genéticos
hereditarios ligados al cromosoma Y. La particularidad que presentan al ser Unicamente heredados
de padre a hijo los hacen relativamente faciles de rastrear en una genealogia familiar. Ademas, no
existe un caracter dominante o recesivo debido a que el hombre al solo contar con un cromosoma
Y la enfermedad siempre se presentard debido a la hemicigosis del cromosoma Y (Kennedy MA.,

2005; Stankiewicz P, Lupski., 2002; Lam WWK, Mueller RF., 2002).

Figura 2.4.- Esquema representativo

de la herencia ligada al cromosoma —Y-

(Tomado de Michigan State

University, 2017)
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Clinicamente varias condiciones médicas de origen mendeliano son genéticamente
heterogéneas, esto es, que poseen manifestaciones clinicas similares a pesar de tener una causa
genética completamente distinta. Esto se traduce en una dificultad prdctica para realizar un
diagndstico de manera certera y muchas veces el patréon de herencia en una familia no es
inmediatamente discernido. Complejidad adicional deriva de la expresividad variable (severidad) de
muchas caracteristicas genéticas, y una penetrancia incompleta (falla de un gen mutante de causar
un fenotipo patoldgico). Una porcidén de las EMGs no se manifiesta hasta que el paciente alcanza
cierta edad y ésta suele ser variable, lo que complica mas tanto el diagnéstico clinico como
determinar un patrén hereditario. De manera ocasional, mutaciones de novo pueden ocurrir dando
como resultado un fenotipo patolégico. Estas mutaciones de novo son causantes de patologias
esporadicas y a pesar de que el riesgo de heredar la mutacién a futuros miembros de una familia es
despreciable puede darse el caso en que el mismo afectado la herede a su descendencia y presenten

la misma condicion.

Debido a lo anterior es que al tratarse de las EMGs es menester una adecuada y clara
investigacion clinica junto con una descripcion completa de los signos y sintomas que han afectado
a los miembros de la familia, con el objetivo de poder encontrar el origen de la patologia y dar el
mejor asesoramiento genético con el objetivo de disminuir o eliminar la patologia en una familia. La
valoracion de la posible recurrencia para aquellas parejas que ya han dado vida a un hijo afectado
con una EMG, que han presentado multiples abortos espontdneos, o para aquellos pacientes que
no encuentran un diagndstico adecuado de su enfermedad, se han apoyado en el creciente uso de
herramientas de biologia molecular para detectar de manera concisa el gen involucrado en la
patologia y dar opciones reproductivas o terapéuticas a los afectados (Brinkman R, et al., 2006;

Badano JL, Katsanis N., 2002).

Una gran cantidad de EMGs conllevan a una muerte temprana o periodos alargados de
sufrimiento tanto para el paciente como su familia. El motivo de ello es que las EMGs afectan genes
esenciales. Por definicion los genes esenciales son aquellos requeridos por un organismo para
complementar un desarrollo embrionario y sobrevivir al nacimiento. Se ha determinado que los
genes esenciales pueden tener ciertas mutaciones que pueden ya sea limitar o alterar su funcién de
manera que se permita al individuo sobrevivir; sin embargo, estas mutaciones no-letales en un inicio
son patolégicas lo que contribuye ampliamente a la presencia de una enfermedad en los humanos.

Para identificar de manera precisa los genes asociados a enfermedades humanas, se debe evaluar
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la probabilidad de que diferentes genes causen una patologia. Por lo anterior se ha postulado que
los genes relacionados a enfermedades humanas de manera normal estan relacionados a
importantes funciones celulares y fisioldgicas, por lo que una disrupcion de alguna de estas
funciones resultaria en un estado patoldgico. Asi este corolario indica que si una mutacion afecta a
un gen esencial el organismo ya no se desarrollaria embrionariamente y por lo tanto moriria y de
manera natural se suprimiria aquella mutacidén; sin embargo, varias de las mutaciones en genes
esenciales relacionadas a EMGs son de cardcter hipomdrfico mas no nulas; esto quiere decir que la
proteina se expresa en una cantidad menor o parcialmente funcional El hipomorfismo genético es
una condicién de muchas mutaciones registradas tanto en enfermedades complejas como en EMGs
que causan una reduccidn, pero no una total eliminacién de la funciéon de la proteina. Si esta
mutacion hipomdrfica sucede en un gen esencial para el desarrollo, un individuo con esta mutacién
puede sobrevivir, aunque con un fenotipo anormal o patolégico; empero, ciertas enfermedades que
resultan en la muerte temprana del individuo estan relacionadas a severas deleciones en genes

esenciales mas no nulidad (Badano JL, Katsanis N., 2002; Hentges EK., 2013).

Aunado a los genes esenciales tenemos los genes moérbidos. Estos son relacionados a
causales de enfermedades en humanos tanto de caracter hereditario como multifactoriales, debido
a que se encuentran evolutivamente mas conservados que aquellos no-mdrbidos, poseen patrones
de expresidn de proteinas funcionales mds grandes y se encuentran ampliamente expresados en un
organismo. El problema es que los genes esenciales también poseen estas mismas caracteristicas
llevando a la conclusidon que tanto los genes esenciales como moérbidos estdn intimamente
relacionados. Resulta ser que los productos funcionales tanto de los genes esenciales como genes
morbidos poseen extensas e intrincadas redes de interaccion proteica y la ausencia de alguno de
ellos desde un inicio se relaciona a una patologia, lo que sugiere que existe un espectro de
interaccion entre ambos grupos de genes y dependiendo del contexto patoldgico los genes
esenciales pueden verse como moérbidos o viceversa. Asi pues las afecciones causadas por las
mutaciones relacionadas a EMGs pueden ser en ambos grupos de genes; sin embargo, en este
contexto hereditario las mutaciones dominantes danan secuencias de proteinas funcionales mas
conservadas e insustituibles que en comparacion con las recesivas (Hentges EK., 2013; Stankiewicz

P, Lupski J., 2002).
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2.1.2.1.- Tratamientos disponibles para EMGs

Los desdrdenes genéticos y en particular las EMGs son causadas por una mutacion especifica
o serie de mutaciones en un solo gen; esta mutacidon subyacente tiene la particularidad de ser
suficiente para causar una disrupcién fisiolégica importante que conlleva a una condiciéon de salud
anormal. Las EMGs pueden estar restringidas a un tejido en especifico o ser de caracter multi-
sistémico, lo que en consecuencia complica el manejo y tratamiento de cualquier enfermedad
dentro de este rubro. La mayoria de las EMGs son intratables y en consecuencia incurables, siendo
la Unica opcidn viable para mejorar tanto la calidad y esperanza de vida el uso de tratamientos
paliativos disefiados para mitigar ciertos sintomas o reducir los problemas consecuentes de la

enfermedad.

Por mencionar algunos ejemplos de la problematica anterior podemos traer a discusion a la
patologia recesiva de fibrosis quistica, la cual afecta un canal idnico ampliamente distribuido en las
células del sistema respiratorio, higado, y pancreas. Entre sus manifestaciones clinicas mds
destacables se encuentra la acumulacién anormal de moco espeso en los pulmones por lo que su
tratamiento y manejo clinico abarca el uso de mucoliticos inhalados, antibidticos especiales,
soluciones hiperténicas, y en ciertos casos se llega a considerar el trasplante de pulmdén ponderando
el inevitable riesgo al rechazo o infeccidn recurrente (Yung-Wong GK, Chiu AT., 2010; Landfeldt E,

et al., 2017).

Otro claro ejemplo son las distrofias musculares. Estas son un grupo de condiciones médicas
crénico-degenerativas, cuya mutacion ligada al X resulta en la ausencia de la proteina distrofina lo
que causa un desgaste progresivo y poco reversible en los musculos cardiacos, esqueléticos y
pulmonares. Este tipo de patologias no son posibles de curar, y su tratamiento se basa en la
administracidon de corticosteroides, medicamentos para mantener el ritmo cardiaco, y en ciertos
casos se llega a recomendar una cirugia correctiva de la espalda para evitar la muerte por asfixia

causada por una mala posicidén (Matthews E, et al., 2016).

Para finalizar la ejemplificacion, los problemas relacionados a la baja oxigenacion de los
tejidos, la necrosis aséptica, y crisis agudas de dolor son caracteristicas clinicas de la anemia
falciforme, la cual es causada por una mutacién en particular en el gen de la beta-globina y en
consecuencia polimeriza a la hemoglobina desoxigenada; su tratamiento bdasico incluye:

antibidticos, analgésicos, e hidroxicarbamida (Yung-Wong GK, Chiu AT., 2010; Stuart MJ, Nagel RL.,
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2004). Existen casos de EMGs en donde la enfermedad puede ser parcialmente revertida, tanto por
medio de la administracién de la proteina afectada o el producto faltante de un desorden de sintesis,
como suele suceder en los problemas de coagulacion, ciertas formas de pancreatitis crdnica, o

defectos congénitos de la sintesis de acidos biliares (Richard 1., 2005; Forsmark CE.,2013).

Histéricamente hablando, el tratamiento y manejo de EMGs ha evolucionado desde el
primer reporte exitoso del control de fenilcetonuria mediante la eliminacién del aminodcido causal
de la dieta diaria. Se considera que los errores innatos del metabolismo comprenden mas de 550
diferentes enfermedades y la fenilcetonuria pertenece a esta particular familia, la cual es causada
por una deficiencia enzimdtica especifica con un consecuente fenotipo clinico-metabdlico
caracteristico (Fagiuoli S, et al., 2013; Leonard JV., 2006). Estas condiciones médicas dan lugar a una
intoxicacion aguda o crénica debido a la acumulacién de moléculas complejas o pequefas con un
dafio tisular sistémico o especifico; sin embargo, permanecen asintomaticas hasta que el umbral
fisiolégicamente aceptable de las moléculas es alcanzado o sobrepasado lo que puede tomar dias o
afios en suceder, por lo que las primeras manifestaciones clinicas pueden ser en la infancia

temprana o adultez.

La mayoria de estos desérdenes son tratables, si se diagnostican a tiempo, mediante el uso
de la denominada terapia nutricional en combinacién con medicamentos depurantes,
procedimientos extracorporeos, o vitaminas (Saudubray JM, Walter JH., 2006) lo que en
consecuencia revierte el estado clinico del paciente y le permite un desarrollo normal. La
combinacion de una prescripciéon dietética en combinacidn con ciertos farmacos permite al paciente
recuperar un poco de la salud perdida, sin embargo, no todos los pacientes responden de manera
satisfactoria al tratamiento (Weatherall DJ., 2003; Gropman AL., 2012). En los casos donde una
enzima se encuentra dafada en mitocondrias, lisosomas, o peroxisomas se puede llegar a pensar
que un reemplazo enzimatico seria una opcién viable, no obstante, las terapias de reemplazo
enzimatico sélo estan disponibles para ciertas enfermedades lisosomales, lo que encadena al
paciente a una infusiéon periddica de la enzima requerida por el resto de su vida. A pesar de recibir
la terapia de reemplazo enzimatico, la efectividad a largo plazo no es clara y se ha relacionado con
el empobrecimiento de la calidad de vida del paciente, debido a la incapacidad de la enzima de
atravesar la barrera hemato-encefalica y con ello aminorar los dafios neuroldgicos (Aronovich EL,
Hackett PB., 2015). Mas recientemente algunos tratamientos para EMGs han venido de la

reutilizacién de ciertos farmacos, e.j., la nitrisona y la combinacidon de gemfibrozil con ATRA para el
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tratamiento para alcaptonuria y lipofuscinosis ceroidea tardia infantil (LINCL) respectivamente; a
pesar de haber demostrado en modelos animales y lineas celulares una efectividad clara en la
remisién parcial de la enfermedad, estos farmacos sélo pueden ser empleados para su tratamiento

primeramente indicado y no para otro designado a posteriori (Bloom BE., 2016).

Para acelerar el desarrollo de terapias mds novedosas y especificas para la mayoria de las
EMGs, y cuya causante genética es mas que conocida, la terapia génica fue y es una opcion viable y
razonable para su tratamiento; no obstante, la terapia génica sdlo es viable cuando el paciente se
encuentra afectado en un tejido en particular o enzima especifica. El objetivo principal de la terapia
génica es reemplazar al “gen dafiado” con una copia funcional del mismo mediante tres
componentes principales: el gen terapéutico, el vector y el modo de administracién, lo que
designara en conjunto el éxito o fracaso de la terapia (Boudes PF., 2014). A pesar de que grandes
avances se han realizado en este campo, el gen terapéutico debe ser apropiado para sustituir la
mutacion deseada y en algunos casos requiere de promotores especificos y/o reguladores para
asegurar una precisa regulacion espacio-temporal de la expresion génica (Jazwa A, et al.,2013). Por
otro lado, la seguridad es el principal problema tanto para el gen terapéutico como para la via de

administracidn, lo cual varia dependiendo del tejido.

Los primeros intentos de integrar genes terapéuticos a un paciente fueron realizados en
“desérdenes monogénicos de la sangre” en virtud de la sencillez con la cual es posible obtener el
tejido, la posibilidad de modificacidon ex-vivo, y la consecuente re-administracién al cuerpo del
paciente (Boudes PF., 2014). En 1990, la FDA aprobd el primer ensayo clinico relacionado a terapia
génica para la enfermedad denominada “deficiencia de la adenosina deaminasa” (ADA-SCID), pero
los resultados obtenidos no fueron concluyentes del todo, debido a la administracién simultanea de
la terapia de reemplazo enzimatico “polietilenglicol adenosina deaminasa” (PEG-ADA). A pesar de
los dudosos resultados del primer ensayo clinico, se disefiaron y sometieron a escrutinio de la FDA
otros ensayos clinicos para EMGs como: hipercolesterolemia familiar, distrofia muscular de
Duchenne, y fibrosis quistica (Boudes PF., 2014). En el afio de 1995, esta floreciente rama de la
investigacion biomédica recibié un fuerte revés con la muerte del paciente Jesse Gelsinger, quien
sufria de una deficiencia parcial de la enzima ornitin transcarbamilasa. El murié cuatro dias después
de la administracion del vector adenoviral empleado, en consecuencia, de una falla sistémica

relacionada a una respuesta inmune exacerbada. (Wirth T, et al., 2013; Osorio JH., 2011).
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Actualmente muchos de los obstaculos para lograr una eficiente y efectiva terapia génica
han sido sorteados de manera exitosa, lo que ha logrado hacer un “boom” en la investigacidn dentro
de esta area. Los ensayos clinicos para EMGs son la segunda area en importancia para la terapia
génica, con poco mas de 250 protocolos dados de alta a la fecha; problemas hematopoyéticos,
degeneracién ocular, desérdenes de la coagulacién, problemas hepaticos, enfermedades del
sistema nervioso central, y distrofias musculares son importantes objetivos bajo desarrollo estando
la mayoria en fase | o Il de desarrollo (Wiley and Sons.,2017). A pesar de los esfuerzos realizados a
la fecha solo se ha aprobado y comercializado un solo biofarmaco basado en terapia génica in vivo
para la EMG llamada deficiencia de lipoproteinlipasa. El biofarmaco, de nombre Glybera ®
(alipogene tiparvovec) solo ha sido empleado una sola vez debido a dos retractores: el precio de un
millén de euros y la negativa del gobierno aleman a permitir su uso. Aunque se han realizado
multiples avances en el campo de las EMGs, sélo unas pocas tienen un tratamiento disponible en el
mercado, siendo la razén de esto los genes involucrados, como afectos estos al paciente y la

factibilidad de “liberar” la terapia de manera adecuada en el tejido o tejidos afectados.

2.1.3.- Enfermedades genéticas multifactoriales

Las enfermedades genéticas multifactoriales son patologias que se presentan en mas de un
miembro de la familia, pero no sigue un patrén de herencia clasico o mendeliano. Se ha propuesto
gue son originadas por una serie de interacciones entre grupos de genes (caracter poligénico) con
una mayor predisposicién a ser afectados por factores ambientales o modos de vida. Asi pues, es
complicado conocer con exactitud qué fue lo que ocasiond el dafio y muchas de las veces es solo
posible conocer la presencia de una enfermedad hasta que ya se encuentra establecida. Por citar
un ejemplo, la malformacién congénita conocida como gastrosquisis se presenta en embriones de
mujeres jévenes que fuman y beben cantidades moderadas de alcohol durante su primer y segundo
trimestre del embarazo dafiando (de manera aun desconocida) un grupo de genes que se expresa
abundantemente en la zona abdominal relacionados a la produccién de proteinas de anclaje a la
matriz extracelular y colageno. En el caso de los adultos, los diferentes tipos de canceres, diabetes
tipo Il, e incluso esquizofrenia engloban multiples genes relacionados que el efecto final de la
enfermedad: avance, opciones de tratamiento y prondstico de vida, lo que complica grandemente
las opciones disponibles para mejorar la calidad de vida del paciente (Henteges EK., 2013; Lam

WWK, Mueller RF., 2002).
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2.2.- Enfermedades huérfanas, raras, y olvidadas en un contexto monogénico

Las enfermedades huérfanas, raras o también llamadas olvidadas (EHRs), son un amplio grupo de
patologias que afectan a 1 individuo de cada 2,000 pacientes. De manera general se ha empleado
el término de huérfano, rara, u olvidada para denominar a todo el conjunto; y a pesar de estar
ligeramente en lo correcto existen ciertas diferencias en cuanto a su terminologia. Podemos ver a
este grupo de patologias como un set de matrushkas, en dénde la primer y mas grande matrushka
corresponde a todas las enfermedades raras que tengan la tasa de prevalencia ya descrita y poseen
un tratamiento farmacoldgico, las enfermedades huérfanas serian la segunda muneca en dénde la
baja prevalencia se mantiene mas no existe un tratamiento aprobado por la FDA o EMA pero estan
bajo investigacidn constante; y finalmente las olvidadas serian la Gltima y mas pequefia mufiequita
que tiene una baja prevalencia mas no estan bajo desarrollo farmacolédgico importante por parte de

la industria o universidades.

Las EHRs se clasifican por area terapéutica en: infecciosas, neuroldgicas, alimentarias-
metabdlicas, cancer, hematoldgicas, inmunoldgicas, musculoesqueléticas, cardiovasculares,
respiratorias, dermatoldgicas, hormonales, y genitourinarias. En total existen entre 5,000 a 8,000
patologias con diferente etiologia lo que facilmente explica el problema de desarrollar un
tratamiento para cada una. A pesar de la posibilidad de diferentes etiologias la mayoria recaen en
el caracter genético ya sea poligénico o monogénico, dénde éstas abarcan por lo menos mas de
4,500 diferentes patologias donde aproximadamente 4,100 carecen de un tratamiento adecuado

(Stephens J, Blazynski C., 2014).

Lo que dificulta enormemente los esfuerzos para poder desarrollar un tratamiento
adecuado para los pacientes afectados es la idiosincrasia de las enfermedades monogénicas. De
acuerdo al repositorio OMIM las enfermedades monogénicas, tanto huérfanas, raras y olvidadas,
comprenden aproximadamente poco mas de 1,500 genes lo que corresponde al 6% de los estimados
25,000 unidades transcripcionales codificantes de proteinas, mas otras 1,000 patologias
monogénicas cuyas bases moleculares no se han entendido del todo. Recientemente se ha sugerido
gue existen cerca de 3,000 “genes humanos como blanco farmacoldgico”, donde estos genes estan
relacionados al intercambio de moléculas pequefias en la célula o cierta actividad enzimatica
especifica. Proteinas relacionadas a la unién de nucleétidos de adenina, cinasas, fosfotransferasas,
canales idnicos, receptores acoplados a proteina G, ligantes de calcio, endopeptidasas, peptidasas

con actividad tipo serina, hidrolasas, ligantes de metal en transicién, y receptores
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transmembranales con actividad de cinasa, han sido relacionadas a patologias monogénicas; sin
embargo Unicamente 368 genes relacionados a estas patologias pueden ser candidatos para un
tratamiento farmacoldgico, dejando a las demds sin opcidn alguna (Brinkman R, Dubé MP, Rouleau

GA., 2006; Antonarakis SE, Beckmann JS., 2006).

Para acelerar el proceso de creacién y aprobacién de nuevos medicamentos para EHRs, cada
pais interesado ofrece ciertas concesiones a la industria farmacéutica y biofarmacéutica para el
desarrollo de tratamientos clave. Estas concesiones son muy variadas, pero de manera general
incluye el financiamiento econdmico para el proyecto, equipo de laboratorio, descuentos en los
trdmites y gestiones gubernamentales, exclusividad de mercado por lapsos definidos en cada pais,
y permisos de patente por 10 a 15 afios, entre lo mds destacable. De acuerdo a cifras oficiales gracias
a la constante inversion por parte de los diferentes gobiernos la industria farmacéutica ha
presentado un crecimiento como nunca antes visto en cuanto al desarrollo de nuevas moléculas y
terapias especificas beneficiando a una poblacién cada vez mayor de pacientes. Gracias a lo anterior
actualmente existe un repertorio de 43 medicamentos para EMGs raras relacionadas a la necesidad
de un reemplazo enzimdtico, siendo éstas la mas solicitadas por los diferentes hospitales (Stephens
J, Blazynski C., 2014) De esta manera cada pais puede invertir y disponer de los medicamentos
necesarios para las patologias monogénicas que lo requieran en base a las estadisticas nacionales

de salud.

A pesar de los fuertes gastos de inversidn por parte del sector gobernacién no se ha podido
solucionar el tiempo de investigacidn, desarrollo, acondicionamiento, y farmacovigilancia de un
nuevo medicamento por lo que el tiempo de espera para poder ser liberado al mercado puede llegar
a ser hasta de 15 afios. Las agencias regulatorias mas importantes de medicamentos y productos
bioldgicos como la FDA, EMA o CFDA, han establecido criterios muy estrictos para aceptar o negar
el permiso de produccidn, venta, o distribucién de medicamentos con el propésito de brindar a los
pacientes un producto seguro. Por lo anterior y en aras de disminuir el tiempo de espera entre
investigacion-mercadeo se ha optado por cambiar ligeramente la estructura primaria de un farmaco
ya disponible para que tenga efecto sobre una EMG. Al hacer esto ya se tiene una base de partida
solida de qué camino tomar para evaluar el farmaco y al ya no entrar como “medicamento
novedoso” sino como “modificado/adaptado” el tiempo de seguimiento y liberacidn al mercado es
menor. Sin embargo, hasta la fecha no se ha autorizado el uso de ninglin medicamento modificado

para otro uso que no sea el inicial, debido a que estas adaptaciones han demostrado problemas en

84



modelos animales, lo que ha llevado a no poder probar la seguridad y viabilidad de los mismos

(Bloom BE., 2016; Phillips MI., 2013).

A través de los afios la investigacion relacionada a las EMGs y su tratamiento ha presentado
avances pausados. El poder develar las diferentes mutaciones que puede contener un gen y
relacionarlas a un mecanismo de patogenicidad que se exprese en un fenotipo no ha sido facil, pues
existen mutaciones que al recrearlas en modelos animales no tienen el mismo dafio que se veria en
un humano o mutaciones que en un inicio pasaron por obvias por lo que no se tomaron en cuenta
y al continuar investigando la relacién patoldégica se obtiene un resultado positivo pero no
completamente patolodgico (Henteges EK., 2013). Gracias a la constante investigacion se ha podido
comprender que las EMGs son mas complejas de lo que se habia propuesto en un inicio debido a la
amplia red de interaccién proteina-proteina que muchas de ellas presentan. Con los avances en las
ciencias “0micas” se ha logrado analizar y cartografiar las regiones que presentan una mayor tasa
de mutagenicidad para mejorar el diagndstico, asi mismo los modelos matematicos de prediccidn y
analisis de posibles elementos gendmicos funcionales e interaccidn proteina-proteina han abierto

el camino a nuevos blancos moleculares para mejorar el tratamiento en un futuro cercano.

2.3.- Regulaciones internacionales para el desarrollo de medicamentos para EMGs

Como se ha mencionado, las EMGs son un grupo de condiciones médicas que amenazan de manera
crénica la vida del paciente mediante un debilitamiento generalizado, complicaciones fisiolégicas
diversas y culmina con la muerte temprana del mismo (Michael M, Tuomi M., 2012). Las EMGs
tienen una baja prevalencia a nivel mundial; sin embargo, se ha estimado que la tasa global de
muertes relacionadas a las mismas es de ~ 350 millones de personas y son responsables del 35%
de las muertes en la infancia dentro del primer afio de vida (Fagnan DE, et al., 2015; The Global
Genes Project, 2017). Debido a la baja prevalencia, raras en poblacién general, y las complicaciones
relacionadas al desarrollo de terapias adecuadas muchas de ellas se encuentran sin tratamiento

disponible o “huérfanas”.

Las EMGs se han catalogado recientemente con este nombre, sin embargo, ya eran
conocidas a principios del siglo XX. En 1901, el Dr. Archibald Garrod identificé a la -alcaptonuria-
como la primera enfermedad de origen genético, y 7 aflos mds tarde en su “Croonian Lectures” se

refirid al albinismo, alcaptonuria, cistinuria, y pentosuria como “errores innatos del metabolismo”
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(EIM) y asi mismo las calificé de raras en la poblacion inglesa del siglo XX (Porteus MH., 2015). En la
actualidad, el Comité de Expertos en Enfermedades Raras de la Unién Europea (EUCERD) ha
clasificado a las EHRs en seis categorias: genéticas, canceres raros, malformaciones congénitas,
padecimientos autoinmunes, e infecciosas y tdxicas. A la fecha, las ciencias biomédicas han
identificado mas de 6,000 EHRs, de las cuadles mas de 4,000 se consideran como EMGs, que a pesar
de su baja prevalencia en EUA viven un aproximado de 25 a 30 millones de pacientes diagnosticados
y sin diagnosticar; mientras que en la UE se estima una cifra de 27 a 36 millones de pacientes, lo que

corresponde al 68% de la poblacién europea del afo 2014 (EUCERD, 2014; Fagnan DE, et al., 2015).

Para prevenir mas muertes relacionadas a EMGs y EHRs el congreso de los EUA promulgd
en 1983 el Acta de Medicamentos Huérfanos (AMH), el cual provee de ciertos insumos econdmicos
de recursos publicos y una via rapida a la aprobacion de un farmaco disefiado para una EHR en
especifico. Desde la aprobacion del AMH, con datos ofrecidos por la FDA, se han aprobado vy
comercializado 579 terapias para EHRs, incluyendo para EMGs, (Fagnan DE, et al., 2015; FDA, 2013).
Antes de 1983, las terapias disponibles para EHRs eran sélo 10, siendo que en poco mas de 33 afios
las industrias farmacéuticas y biotecnoldgicas han desarrollado 569 nuevas terapias, lo que puede
deducirse en 17 nuevos medicamentos aprobados y comercializados cada afio. En el afio 2000, el
Parlamento Europeo aprobd la regulacion (EC) No. 141/2000, también conocida como la Regulacidn
Huérfana (RgH), la cual se basa en la AMH de los EUA. La RgH asegura un fondo econdmico de
incentivos al sector privado y una aprobacién rapida de los medicamentos huérfanos disponibles,
siendo que los paises pertenecientes de la UE disponen de 117 medicamentos huérfanos (European

Commission, 2015).

Para tener acceso a los incentivos ofrecidos por ambas regulaciones, las empresas
farmacéuticas y biotecnoldgicas deben probar que su producto en desarrollo corresponde a una
EHR o EMG. Sin embargo, no hay en el sentido estricto de la palabra una definicién para considerar
a una patologia como EHR, en vez de ello, se basa esta designacién en la prevalencia estadistica de
lamisma. Cabe denotar que, la prevalencia de una enfermedad es cambiante entre paises y regiones
econdmicas; en los EUA una EHR afecta a menos de 200,000 pacientes (Fagnan DE, et al., 2015;
O’Neil DA., 2014), mientras que la UE define a las EHRs a aquellas que afectan a menos de 5
pacientes de cada 100,000 (EUCERD., 2014). Si bien, estas regulaciones han impulsado el desarrollo
de nuevas y mejores moléculas terapéuticas, sélo ha sido en ciertas areas y para ciertas

enfermedades; siendo la gran mayoria tratamientos contra alglin tipo de cancer, seguido por
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enfermedades infecciosas, y neuroldgicas (Michael M, Tuomi M., 2012). Se ha calculado que cada
una de las enfermedades que corresponden a alguno de los grupos mencionados -ver linea superior-
tienen mas de 20 medicamentos en fase de desarrollo, dejando sin atender a mas del 95% de las
enfermedades (Stephens J, Blazynski C.,2014). Por lo tanto, debido a esta definicién tan amplia,
enfermedades que anteriormente eran consideradas como “normales” en paises en via de
desarrollo son consideradas “raras” en los paises desarrollados. Ejemplo de ello son los
medicamentos contra la malaria y tuberculosis, que tienen cada uno de ellos 78 y 88 nuevos
medicamentos, respectivamente, en via de desarrollo. En paises de América Latina o Africa Central
son comunes en la poblacién general (OMS., 2017) pero en paises europeos 6 de américa del norte
(entendiéndose como Canadd y EUA) son casos aislados que requieren del desarrollo de un nuevo

farmaco o biofarmaco.

El problema para desarrollar farmacos o biofarmacos nuevos se agrava mas al referirse a las
mas de 4,000 EMGs. Esto subyace en la idiosincrasia de cada una de ellas, que las hace viables para
un tratamiento adecuado 6 simplemente se delegan a incurables. El entendimiento adecuado de las
bases genéticas y su relacion con el fenotipo del paciente afectado, en conjunto con un diagndstico
correcto deben tomarse en consideracion, debido al alto grado de pleiotropismo o caracteristicas
especificas de cada EMG (Brinkman R, et al., 2006). Ademas de los problemas ya mencionados cabe
afiadir el pequefio mercado de individuos afectados por una EMG y la falta de ganancias inmediatas,
lo anterior representa serios obstaculos para la industria farmacéutica, haciendo que el desarrollo
de tratamientos nuevos sea exiguo. Un problema que se suscité recientemente, fue el término de
las exclusividades de ventas y liberacidn de las patentes para cierto grupo de farmacos considerados
como huérfanos, a este fendmeno se le llamé “blockbuster bubble burst”, lo que significé una
agresiva competencia de medicamentos genéricos en el mercado. Al verse en esos aprietos las
farmacéuticas apuntaron al mercado de las EMGs, debido a los incentivos fiscales ofrecidos por los
paisesy la cantidad limitada de medicamentos disponibles a la venta (Stephens J, Blazynski C., 2014).
Sin embargo, a pesar del bajo volumen de ventas los precios son altos. Los medicamentos
disponibles para EMGs son pocos y su investigacién y desarrollo (I&D) toma mucho mas tiempo que
para un farmaco “comun”, por lo que las farmacéuticas pueden poner libremente el precio a la
venta, e.g. Soliris (Alexion Pharmaceuticals) tiene un costo de $440,000 ddlares paciente/afio y
funciona como tratamiento para la Hemoglobinuria nocturna paroxisitca o Sindrome de
Marchiafava-Micheli; Elaprase (Shire) $375,000 ddlares paciente/afio para el tratamiento del

Sindrome de Hunter; Cerezyme (Genzyme) $300,000 ddlares paciente/afio para el tratamiento de
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la Enfermedad de Gaucher tipo I. La industria de las EMGs reporta una ganancia neta sobre el
margen del 80% de la inversidn total y un crecimiento anual del 5.7% basado en un estimado del
mercado de $100 billones de ddlares (Phillips Ml., 2013). Con estos niimeros, mas farmacéuticas,
tanto grandes y pequefias, buscan tomar ventaja de las iniciativas gubernamentales sobre
incentivos fiscales y financiamiento para llevar a cabo la investigacion ya que dicho financiamiento
es dinero a pérdida otorgado por el gobierno, ya que solo un pequefio porcentaje de los
medicamentos desarrollados llega al mercado, y esto es dependiente de las legislaciones imperantes

en el pais (Michael M, Tuomi M., 2012).

En la actualidad existen opiniones encontradas en cuanto a la viabilidad econdmica e
impacto cientifico-calidad de vida ofrecido por este tipo de medicamentos lo que ha hecho que
ciertos gobiernos reduzcan su inversion neta inicial. Se ha alegado que gracias a las inversiones
realizadas el tiempo de 1&D ha disminuido, que se ha logrado un mayor avance tecnoldgico en
materia farmacéutica, y la complejidad bioldgica detras de estas patologias se han ido entendiendo
poco a poco; sin embargo, el tiempo de vida ofrecido por estos nuevos medicamentos no excede
los 7 afios, y de hacerlo, el paciente no presenta una calidad de vida dignificante o mejoria

mayuscula (Fagnan DE, et al., 2015; Brinkman R, et al ., 2006; Landfeldt E, et al., 2017).

2.4.- Enfermedades Monogénicas en México

Al buscar informacion acerca de las diferentes EMGs, o EHRs en México sorprende la falta de
resultados obtenidos por medio de cualquier buscador en linea convencional. Si pasamos nuestra
busqueda a los sitios de revistas cientificas indexadas el resultado no es mucho mejor, ya que solo

se muestran pocos articulos y el lapso entre publicaciones es muy amplio.

Pocos han sido los investigadores clinicos que han publicado sus resultados
epidemioldgicos, sin embargo, en la mayoria de los casos los datos publicados Unicamente abarcan
un hospital o si la enfermedad que se desea buscar esta dentro de los objetivos de publicacién del
investigador principal. Los hospitales que reciben una mayor afluencia de pacientes son los
pediatricos, con cerca de 7,000 revisiones anuales, mas, al indagar en los expedientes clinicos
Unicamente el 3.4% de los pacientes remitidos al hospital presentan una EMG. Lo anterior se repite
en otras instituciones de salud en donde aproximadamente el 1.5% de todos los casos remitidos en

un periodo de dos afios son debidos a etiologia de caracter monogénico; sin embargo, los datos
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obtenidos cambian entre padecimiento y padecimiento y hospitales dependiendo su especialidad

(Alonso ME, Gomez L, Otero E, Figueroa HH., 1989; Carnevale A, Hernandez M, Reyes R, et al., 1985).

Esta baja prevalencia es comun para este grupo de enfermedades y no sélo en México. Con
el objetivo de ofrecer una mejor atencién a los pacientes y familias afectadas por EMGs,
involucrando también a las EHRs, diferentes gobiernos como el de EUA, Canad3, o la Unidn Europea,
han creado instancias de apoyo, tanto econémico como psicoldgico, para ellos. Asi mismo a estas
dependencias llevan a cabo de manera independiente una contabilizacién y expresién de datos
epidemiolégicos para diferentes tipos de EMGs, pero mds importante la distribucion de

medicamentos (European Commission., 2015).

Actualmente México no cuenta con un registro adecuado de los pacientes y respectivos
familiares afectados por una patologia de caracter monogénico, y de hecho estas patologias no
figuran dentro de ninguna estadistica nacional de salud como causantes de muerte prematura en
infantes o en adultos. Debido a lo anterior y en la necesidad de hacer publico los requerimientos
especiales de vida para estos pacientes se fundaron diferentes organizaciones no gubernamentales
(ONGs) que brindan apoyo a los pacientes y sus familiares. La mayor de todas estas ONGs se llama
Federacién Mexicana de Enfermedades Raras (FEMEXER) la cual cobija a mds de 150 diferentes
organizaciones que buscan una mejor calidad de vida para sus pacientes. Parte de las acciones

IM

tomadas por FEMEXER en el dmbito politico al “concientizar” a una senadora por el Estado de
Veracruz sobre la necesidad de crear un Registro Nacional de Enfermedades Raras, en déonde se
contabilizard y se diera seguimiento a los pacientes y familiares; empero, sélo ha sido un conato de
propuesta de legislacidn en la cdmara baja del Estado de Veracruz de la cual no se ha sabido mas

(FEMEXER., 2017).

Otro grave problema al que se enfrentan varios médicos genetistas y pediatras en nuestro
pais ha sido el correcto diagndstico de una patologia. El esquema nacional de salud es deficiente,
debido a que una consulta de primera vez de genética o pediatria toma aproximadamente 25
minutos, durante los cuales el médico debe revisar toda una serie de datos clinicos y reportes para
lograr un diagnéstico y decidir si el paciente debe ser internado, se requieren de nuevos estudios o
simplemente se reagenda una consulta de seguimiento, la cual dura 15 minutos. Uno de los mayores
problemas al que se enfrentan los pacientes y sus familiares es el poder acceder a estudios de
diagndstico molecular para ciertas patologias debido al alto costo que éstos engloban, por lo que

deben acudir a centros de diagndstico especializado de caracter privado.
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La manera mds comun de combatir a las EMGs en México es por medio del apoyo
farmacolégico para el paciente. Actualmente en el mundo estan disponibles mas de 400
medicamentos para el tratamiento de EMGs de los cudles menos de 150 estan disponibles en
nuestro pais. Solo una parte de ellos estan cubiertos por el cuadro bésico de medicamentos, siendo
la mayor parte de éstos para enfermedades relacionadas a mucopolisacaridosis, mientras el resto
debe ser comprado por el paciente. La Comision Federal para la Prevencién de Riesgos Sanitarios
hizo publica su declaracién de aumentar la disponibilidad de medicamentos para EMGs; sin

embargo, a la fecha no han dado mas informacidn al respecto.

Capitulo 3 “Etica”
3.1.- Generalidades sobre la Etica

Dar una definicién pragmatica de ética y moral es un tanto complejo debido al caracter relativista al
cual se encuentran sujetas, haciendo que estos conceptos y su interpretacidn respectiva cambien a
lo largo de la historia. Asi pues, las escuelas helénicas tenian una concepcién diferente en
comparacion con el movimiento existencialista o nihilista, empero, la concepcién de la mayoria de

las escuelas proviene de la palabra griega “éthos”.

Ethos se opone a pdthos, entendiendo a este ultimo como todo lo que se nos ha dado por
naturaleza, sin que hubiera un esfuerzo de por medio o una contribucidon de nuestra parte para
obtenerlo. Esto es, todo lo recibido de manera pasiva partiendo de nuestra condicion humana; es
decir, el resultado de la loteria bioldgica y loteria social (Ferrer JJ, Alvarez JC., 2003). Al contrario, el
éthos es la manera activa y dinamica de la persona consciente para esculpirse a si misma a partir del
pdthos la propia identidad humana. En estos términos, entramos en el reino de la libertad y no de
la necesidad o lo “dado y quedado” (Idem). Es por ello que la ética en su sentido estrictamente moral
es la disposicion fundamental de una persona ante la vida, su modo de ser estable ante sus
disposiciones, actitudes, virtudes y vicios; esto es, los actos concretos y particulares a través de los

cuales la persona realiza su proyecto de vida.

El campo de la ética involucra sistematizar, defender, y hacer recomendaciones sobre los
conceptos del actuar correctamente e incorrectamente; asi pues es posible entender a la ética como

el estudio filosdfico del actuar humano, asi como sus causas y consecuencias. Por otro lado, la moral

90



son los usos y costumbres tanto individuales como sociales influenciadas por diferentes aspectos
politicos, econémicos, religiosos, etcétera. De esta manera la ética evalla critica y racionalmente la
moral imperante en un individuo o sociedad mediante un desarrollo tedrico que busca establecer

criterios no absolutos, mas racionales, para dicha evaluacién.

La ética para su estudio se divide en tres dreas: metaética, ética normativa, y ética aplicada.
El término “meta” significa después o mds alld. Podemos definir a la metaética como el estudio del
origen y significado de los conceptos éticos, por lo que involucra un componente metafisico en
donde se plantea la existencia de los valores morales como verdades eternas y no como simples
convenciones humanas. Exponentes como Platon, Aristoteles, o Samuel Clarke sostenian que los
valores morales son objetivos, y en este sentido, existen en un sentido espiritual que va mas alld de
una subjetiva convencién humana. Asi mismo sostenian que eran absolutos o eternos, siendo que
nunca cambian y pueden ser aplicados a todas las creaturas racionales a través de los tiempos. Otra
visién metafisica objetiva consiste en la teoria del mandato divino (voluntarismo), en la cual Dios al
ser todo poderoso y crear el mundo fisico imprime en el hombre los principios morales que él
considera como correctos y los comparte por medio de los 10 mandamientos (Sayre-McCord G.,

2007; Fieser J., 2017).

Al contrario, tenemos a los exponentes de la metafisica relativista. En ella se niega el estatus
objetivo de los valores; ello no significa que se rechace la existencia de los mismos. Técnicamente
el relativismo rechaza el hecho clarividente de los valores morales a manera de “materia espiritual”
o de invenciones en la mente de Dios, y argumenta que son estrictamente invenciones humanas
debido a que los valores morales cambian drasticamente de sociedad a sociedad en un determinado
tiempo histdrico y geografico (Sayre-McCord G., 2014). Es asi que el relativismo se explica de una
manera individual y otra colectiva-cultural-social. En el relativismo individual cada persona es capaz
de crear estandares morales para si mismo, como Friedrich Nietzsche lo explica con la teoria del
superhombre; mientras que el relativismo colectivo-cultural-social se explica a través de una

III

“estandarizacion” tacita de los mismos en un “contrato social” en palabras de Rousseau.

La segunda area de conocimiento ético es la ética normativa. Esta involucra el llegar a un
acuerdo “estandar” que regule toda conducta humana, ya sea buena o mala. El ejemplo mas claro
para esta regla es la frase-ley de muchos hogares -Hacer a los demds lo que nos gustaria que hiciesen
con nosotros-, claro estd con sus diferentes versiones. Esta frase establece un solo principio con el

cual es posible juzgar toda accién humana, estableciendo como base para su razonamiento al
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individuo por si mismo. Una presuncién clave en la ética normativa es que solo puede existir un solo
criterio de conducta moral, ya sea a manera de una ley o un set de principios. Para llegar a ello se
emplean tres estrategias de pensamiento: 1) la teoria de las virtudes, 2) la teoria del deber, y 3) la

teoria consecuencialista (Fieser J., 2017).

Histéricamente la teoria de la virtud es la primera ética normativa desarrollada por la
filosofia occidental. De manera general los eticistas clasicos conciben a la moralidad como una serie
de reglas establecidas de conducta y un individuo debe aprenderlas para poder vivir de manera
plena; sin embargo, en la teoria de la virtud no se hace énfasis en aprender estas reglas, mas bien
lo que se busca es que se desarrollen buenos hdbitos del cardcter (Fieser J., 2017; Balmes J., 1872).
Platdn enfatiza cuatro virtudes en particular: sabiduria, coraje, templanza vy justicia, las cuales
conllevan al desarrollo de todas las demas virtudes del ser humano en su vida; mas es necesario
mantener una fortaleza ante los vicios del ser humano. Por otro lado, Aristoteles sostenia que las
virtudes son buenos habitos que adquirimos a lo largo de nuestra vida para regular nuestras
emociones, el problema es llegar a un equilibrio completo en la sensibilidad del individuo y su forma

de actuar (Gutiérrez-Saenz R., 2006).

La teoria del deber o deontologia, del griego deon=deber, basa la moralidad en principios
fundamentales de obligaciones claras que tenemos como seres humanos. Asi mismo son vistas
como obligaciones no-consecuencialistas irrespectivamente de sus consecuencias que sigan a

nuestra accion dado que todas ellas son de cardacter positivo.

Dentro de la teoria del deber encontramos cuatro sub-teorias, cada una con una exponente
principal. La primer teoria proviene del filésofo Samuel Pufendorf, en la cual nuestros deberes
deben ser para con Dios, para con nosotros y para con los otros; en ésta destacan tres deberes
universales que son capaces de unir a las personas a través de un condicionante de mantener
nuestra “palabra”: evitar dafiar a los otros, tratar a los demas como iguales y finalmente promover
el bien a otros. La segunda aproximacién deontoldgica se centra en la teoria del derecho al justo
reclamo contra el comportamiento de un tercero, la cual fue basada en los argumentos de John
Locke. Sus disertaciones se basaban en que las leyes naturales (otorgadas por Dios y por lo tanto
son derechos divinos) nos mandan a no dafiar la vida, la salud, la libertad o sus posesiones, lo que
en consecuencia correlaciona los derechos y deberes debido a que el derecho de uno implica el
deber de otro. La tercer teoria fue desarrollada por Immanuel Kant mediante el imperativo

categodrico. Kant estaba de acuerdo en que tenemos deberes morales para con nosotros mismos y
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con los otros; empero, argumenta la existencia de un principio del deber que comprenda los deberes
particulares de uno independientes a nuestros deseos y vicios, destacando el -trato a los demds a
manera de un fin, y nunca como medio a un fin-. Lo anterior implica tratar a las personas con
dignidad y no como mero instrumento. La cuarta y mas reciente teoria se le atribuye al fildsofo
inglés William David Ross. En su disertacidn él argumenta que nuestros deberes son un parte de la
naturaleza fundamental del mismo universo; mas, esta lista de deberes es muy corta y refleja
nuestras convicciones morales: fidelidad, gratitud, justicia, beneficencia, auto-mejoramiento, no
maleficencia y responsabilidad al dafio ocasionado por nosotros mismos hacia otros. A denotar es
que él estipula que no existe una escala en estos deberes y son aplicables dependiendo la situacidon

suscitada entre las personas (Ferrer JJ, Alvarez JC., 2003; Gutiérrez-Sdenz R., 2006).

La ultima teoria relacionada a la ética normativa es la consecuencialista. Esta se basa en una
ponderacién a conciencia de nuestras acciones, siendo que la accién moralmente correcta es
aquella que su consecuencia, al ser tomada y llevada a cabo, sea mas favorable que desfavorable.
Los principios normativos consecuencialistas requieren que se analicen a plenitud tanto
consecuencias buenas y malas de nuestra accidn; en segundo término debemos decidir si el total de
nuestras consecuencias buenas tienen mas peso que las malas (Ferrer JJ, Alvarez JC., 2003). Este
tipo de teoria ética tuvo su auge en el siglo XVIII debido a que se apelaba mas al uso de la razén
practica y la experiencia de vida, y no solamente a la iluminacién divina o inspiracidn de fuerzas
naturales del universo. Bajo la visiéon del consecuencialismo existen tres subdivisiones dependientes
a la cantidad de personas beneficiadas o afectadas por nuestras acciones. El egoismo ético se centra
en la persona que toma la accién y debe beneficiarlo a él y no desfavorecerle. El altruismo ético es
cuando la accién tomada es mas favorable que desfavorable para todos dejando a un lado al
individuo causal. Y finalmente el utilitarismo es cuando la consecuencia beneficia a todos por igual

(Driver J., 2014).

La ética también posee una rama que se centra en sucesos mas panoramicos y “actuales”
por describirlos de alguna manera. La ética aplicada es la rama que estudia y analiza problemas,
controversias y dilemas especificos que poseen dos caracteristicas importantes. La primera de ellas
es que el suceso es controversial en el sentido en que existen grupos a favor y en contra de su
aplicacién o desarrollo; la segunda caracteristica es que distintivamente son problemas morales que
muchas veces se encuentran en el limbo entre practicas personales y politicas publicas. Muchos de

los problemas relacionados a la ética aplicada, sino es que todos, no tienen una salida Unica y
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muchas de las veces las “respuestas” no son del agrado de todos, por lo que se sume en un debate
constante basandose en principios normativos tanto consecuencialistas como deontolégicos y
derechos morales (Dittmer J., 2017). Tanto el beneficio personal y social estan catalogados como
consecuencialistas dado que apelan a accidn-consecuencia a un nivel social e individual. Los
principios como benevolencia, paternalismo, no-dafiar, honestidad, y obediencia a la ley estan
basados en principios deontoldgicos hacia terceros; mientras los principios de autonomia, justicia,

y el resto de los derechos estdn basados en valores morales (Fieser J., 2017).

Parte del estudio de la ética aplicada se centra en la ética biomédica o bioética (existiendo
autores que argumentan diferencia tajante y otros que argumentan su sinonimia), en dénde sucesos
de importancia acontecen en el campo de la biomedicina desde aspectos clinicos como de
investigacion basica. Asi pues, ambos términos pueden entenderse como una amalgama de
practicas, métodos y contenidos relacionados con el impacto de las tecnociencias en la vida y la
salud humana. Sin importar cudl sea la aproximacién o definicién que se desee tomar ambas parten
de cuatro principios fundamentales que toda persona, sin importar su ambiente moral (Engelhardt
HT., 1995), pueden emplear al ser de utilidad secular: autonomia, no maleficencia, beneficencia, y

justicia.

El principio de autonomia versa en cuanto a la independencia que posee un individuo
respecto a controles externos y la capacidad de este de obrar de acuerdo con una eleccién propia.
La autonomia se prueba en las opciones escogidas, aunque muchas veces se ve limitada o restringida
por multiples situaciones; sin embargo, no se debe oponer al respeto a la autoridad ni a la
obediencia a las normas sociales imperantes, sino mas bien exige el tomar la decisién mds acorde a
nuestra situacion, pero respetando las normas de conducta. El segundo principio es no maleficencia,
el cual se basa literalmente en no ocasionar un dafio intencional, aunque el precepto dafo es no
absoluto ya que se debe considerar el contexto de la accién por tomar o que ya haya sido tomada.
El principio de beneficencia alude a los actos de incitacién positiva, en los cuales se debe (a merced
de nuestras posibilidades) procurar proporcionar un beneficio y utilidad del mismo. Finalmente, el
principio formal de justicia alude al trato igualitario, recibiendo de manera proporcional a lo que se
es, a lo se merece o tienen “derecho a”. Entrando en materia de lo médico-biolégico-legal consiste
en el reparto equitativo de cargas y beneficios en el ambito del bienestar de la salud, evitando la
discriminacién en el acceso a los recursos sanitarios. Este principio impone limites al de autonomia,

ya que pretende que la autonomia de cada individuo no atente a la vida, libertad y demas derechos
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basicos de las otras personas. En este principio se entra en el campo de la filosofia social y politica;
se trata de regular la distribucién o la asignacidn de los recursos limitados, insuficientes para la
satisfaccion de todas las necesidades y solicitudes. Este Ultimo principio es de los mas debatidos en
cuanto a la introduccién de una nueva tecnologia para la salud debido a que en la mayoria de los
casos el costo es alto y son pocos los que pueden obtener un beneficio a largo plazo, dejando morir
o en condiciones precarias a las personas de escasos recursos (Lolas F., 2001; Ferrer JJ, Alvarez JC.,

2003).

3.2.- Etica de la Edicién de la Linea Germinal

La evaluacion ética de la edicidn de la linea germinal humana (ELGH) ha sido un tema ampliamente
debatido desde mediados de 1950°s, pero no fue hasta 1975 que durante la conferencia de Asilomar
se llegd a un acuerdo internacional bajo palabra de no emplear ninguna tecnologia de modificaciéon
genética en la linea germinal con fines terapéuticos (Recurso en linea de la Universidad de Navarra.,
2017). Varios de los asistentes consideraron que la ELGH es una barrera que no debe ser cruzada al
argumentar que no se tenia disponible una herramienta que permitiera seguridad, eficiencia y
eficacia completa, otros argumentaron que la vida del embridon debe ser respetada, y otros mas
encontraron impedimento en la religién profesada; sin embargo, no se vetd su aplicacion futura.
Gracias a los constantes avances en la investigacidn cientifica las diferentes herramientas de edicién
gendémica han permitido manipular el ADN gendmico de diferentes organismos. En afios recientes,
se llevod a cabo la ELGH en embriones humanos inviables con el objetivo de eliminar de ellos una
enfermedad monogénica (Huang J, Canquan Z, Ma W, et al, 2015). El estudio anterior fue disefiado
para comprobar la viabilidad de la tecnologia de edicidn gendmica CCas y su capacidad de
reconocimiento de secuencias patogénicas. Si bien el anterior cumplié con todos los requerimientos
impuestos por el comité de ética de las instituciones participantes, reavivo el debate de que tan

deseable es la ELGH.

La ELG humana implica la manipulacién y modificacion gendmica de células cuya finalidad
es preservar la especie humana y con ello dar inicio a una nueva vida. Estas células son los
espermatozoides, dvulos y el producto de su unién llamado cigoto. La ELG impacta directamente en
todas las células que conformarian al nuevo ser, por lo tanto, su linea somatica y germinal serian

modificadas. De esta manera la modificacion inicial seria, tedricamente, heredable, lo que
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impactaria indirectamente a su probable descendencia (Araki M, Ishii T., 2014; Ishii T., 2015). Lo que
se teme es que la modificacién realizada posea un efecto imprevisto inmediato que dafie la vida de
la persona o un efecto mediato que dafie a generaciones posteriores. Debido a que la ELG humana
puede tanto beneficiar como perjudicar al individuo inicial como a generaciones subsecuentes, su

ponderacidn ética y deseabilidad es debatible.

Actualmente la evaluacidn ética de la ELG se divide en analizar las causas y consecuencias,
tanto beneficiosas como perjudiciales, del éxito y fracaso de su aplicacién futura. Es importante
mencionar que gran parte de los debates analizados se han basado en especulaciones sustentadas

en la ética filoséfica y no en hechos y evidencias bioldgicas.

La ELGH tiene como justificacién primera ser empleada como tratamiento opcional contra
enfermedades monogénicas. Bajo ésta se han planteado diferentes escenarios en los cuales los
individuos nacidos bajo este tipo de procedimientos clinicos experimentarian una mejoria en su
calidad de vida y asi mismo sus familias, lo que se veria reflejado posteriormente en la sociedad en

la cual se desarrollan.

Al tomar un punto de vista consecuencialista, siendo éste el mayormente empleado por los
bioeticistas que argumentan los beneficios de la ELG, por medio de la ELGH podemos mejorar la
condicion humana mediante la eliminacién de mutaciones perniciosas. Esto permitiria que personas
afectadas con alguna patologia monogénica pudiera tener hijos genéticamente relacionados sin la
posibilidad de que el prospecto padre o madre dé en herencia su enfermedad. De esta manera, el
beneficio se extiende no solo a la descendencia en primera generacidon sino también a las
posteriores. Cabe afiadir que este argumento estd basado bajo un supuesto en el cual las tecnologias
de ELG ya han avanzado hasta el punto en que son completamente seguras y no hay problemas

relacionados a su aplicacién.

Este argumento consecuencialista al ser analizado bajo los cuatro principios de la bioética
argumenta facilmente la introduccién de la ELGH como herramienta terapéutica. Julian Savulescu,
uno de los principales bioeticistas del Reino Unido, argumenta que los cientificos y la sociedad estan
moralmente obligados a perseguir la ELGH para combatir las enfermedades monogénicas ya que
ello cumple perfectamente con los principios éticos de beneficencia y no-maleficencia, debido a que
ofreceria un beneficio directo a una persona y en extension a su familia y a la sociedad en general.

El beneficio obtenido por estas personas es prevenirles de una muerte prematura, principalmente,
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y en secundario evitar el sufrimiento de ellos y sus familias lo que trae consigo cierta paz social al
saber que la ciencia ha contribuido en gran manera a ello (Gyngell C, et al., 2016). Otra prominente
opinién es la James Glover, quien fundamenta su argumentacion en una vida floreciente,
entendiendo a esta como una vida dignificante en la cual las personas como seres pueden
desarrollarse completamente alcanzando asi su maximo potencial, siendo uno de los principales
detractores para alcanzarla las discapacidades y salud precaria de las personas cuya vida depende
de portar una enfermedad monogénica (Glover J., 2006). De esta manera, la ELGH ayudaria a estas
personas a alcanzar metas mds alld de lo que su corta vida les permitird de estar enfermos.
Finalmente, la ELG humana otorga el beneficio de la genotipificacién preventiva, al eliminar de
manera selectiva genotipos perniciosos en el pool genético poblacional ayudando a mejorar la
especie humana (Juengst E., 1995). Si bien este ultimo puede ser entendido como eugenesia no
debe confundirse como con ella, ya que la ELG humana es con motivos terapéuticos y no de mejora

o capricho.

El debate de la ELG en cuanto al principio ético de autonomia normalmente versa en torno
a los prospectos padres y el respeto a su libertad de autonomia reproductiva. El principio de
autonomia es particularmente importante en materia reproductiva y demanda un nivel de libertad
mayor para tomar las decisiones pertinentes de manera proactiva. La libertad reproductiva y la
autonomia otorgada a los prospectos padres deben permitirles tener libre opcién, dentro de razén,
de poder emplear cualquier tipo de ayuda en tecnologias de asistencia reproductiva (TAR). Asi
mismo existe cierta controversia con el uso de las diferentes TARs dado que la autonomia concedida
a los prospectos padres involucra el hecho de que tipo de hijo tener. Claro estd, que gracias al
constante avance en el conocimiento de genética humana y el desarrollo de mejores TARs se ha
logrado que los prospectos padres puedan controlar y decidir la naturaleza de sus hijos. El respeto
a la autonomia debe incluir y comprender el hecho de que las ciencias biomédicas pueden mejorar
la salud desde la concepcidon de un nuevo ser y que una concepcién artificial no debe ser satanizada
(Buchanan A, et al., 2001). Es importante mencionar que gran parte de los avances cientificos y sus
aplicaciones clinicas han sido detenidos por la opinidn publica en especial los relacionados a las
diferentes TARs y ahora con la ELG. Wivel y Walters remarcan que varios de los argumentos éticos
que se tienen en contra de la ELG humana estan fuertemente influenciadas por la moral social
subyacente de quienes se oponen, lo que es debido a que en nuestra sociedad oriental pluralista
posee un fuerte interés en los derechos individuales (Wivel NA, Walters L., 1993) incluido en ello los

embriones a modificar por ELG. Es importante recalcar que en el dmbito ético-legal los padres son
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los mas apropiados para tomar decisiones en nombre de sus hijos hasta que éstos alcancen la
mayoria de edad y con ello formen un juicio razonado. Asi mismo, la autonomia de los padres es un
factor importante a considerar por ellos mismos ya que, dependiendo las circunstancias, tienen todo
que perder o ganar en especial cuando se expone al hijo a situaciones que arriesguen la vida

(Ormond KE, Mortlock DP, et al., 2017).

Las objeciones en contra de la aplicacion clinica de la ELG humana no son novedosas, de
hecho muchas de ellas han sido previamente empleadas y analizadas con cualquier otra tecnologia
gue pudiera ser empleada para modificar la vida humana, por ejemplo se planted que la técnica de

biologia molecular PCR pudiera ser empleada para modificarnos ad livitum.

De las primeras objeciones que se plantean es la desfiguracién de la identidad personal, ya
que existe una relacion directa entre nuestro arreglo gendmico y nuestra propia percepcion de
quienes somos y como somos. Algunos bioeticistas argumentan que la remocion de una enfermedad
via ELG o cualquier otra modificacién deseada en un individuo altera la concepcién individual
(Boardman F., 2016; Bourne H, et al.,, 2012); en otras palabras, el cambiar el genoma via ELG
cambiaria la identidad del futuro ser y esto es considerado como daiiino desde un punto de vista
filosofico personalista. Por otro lado, uno de los argumentos de mayor peso para prohibir la
aplicacién e investigacion de la ELGH es sobre el consentimiento de las generaciones futuras; ya que
se considera como dafino el hecho de haber modificado el cuerpo de un futuro ser sin que éste
haya consentido (Collins FS., 2015); sin importar que el resultado de la ELGH tenga efectos
beneficiosos en la salud de la persona o que en consecuencia genere un dafo biolégico real. De
hecho, el NIH empleé este argumento para prohibir la investigacién en ELGH en cualquiera de sus

institutos (Ver Collins FS., 2015).

Pragmaticamente es imposible que los embriones y generaciones futuras sean capaces de
dar su consentimiento por lo que la ELGH no deberia ser considerada como algo negativo para ellos
si se busca un beneficio al ser llevada a la practica. Al ponderar el argumento es facil notar que
carece de significancia moral real ya que solo se basa en un supuesto metafisico-personalista sin
aplicacién real. Por otro lado, la decisién de llevar a cabo una ELGH recae completamente en los
padres y progenitores de las futuras generaciones ya que ellos son quienes deben ver por las
necesidades, incluidas una salud y vida dignificantes para el menor; por lo que toda decisidn

subrogada debe ser tomada considerando un beneficio neto entre todas las opciones disponibles,

98



asignando juicios de valor a los intereses del futuro menor, riesgos posibles y carga emocional o

econdémica para el mismo (Beauchamp TL, Childress JF., 2013).

Otra de las objeciones en contra de la ELG es en el &mbito de la justicia. Esta se basa en el
argumento de que en un inicio el precio a pagar por tener acceso a la salud promisoria de la ELG
seria alto, considerando los precios actuales de las TARs disponibles. Esto da a preocupar a los
bioeticistas dado que solo los hijos de familias con altos ingresos podrian tener acceso a la salud, lo
que abriria todavia mas la amplia brecha de la inequidad salarial vivida por varios paises (Smith KR,
Chan S, et al.,, 2012). Como con cualquier nueva tecnologia, lo ideal seria que toda la poblacion que
lo deseara pudiera acceder al tratamiento para evitar un dafio en la salud de sus futuros hijos;
empero, el hecho de que existan inequidades substanciosas en la distribucion de la salud mundial
no deberia de ser una razdn de peso para evitar el desarrollo y aplicacion de la ELG humana. Si los
nuevos tratamientos no son puestos en practica clinica entonces jamas se llegaria a ampliar el
acceso que podria tener en un momento inicial (Harris J., 2015). Para poder crear justicia distributiva
y social es importante recalcar que varias de las instituciones de investigacion a nivel global reciben
recursos publicos para llevar a cabo sus investigaciones, por lo que al final esa misma cantidad puede
ser reinvertida para fomentar seguros gubernamentales que compartan los gastos con los
derechohabientes, y asi buscar una manera de asegurar un acceso a la salud para todos por igual
(Chapman AR, Frankel MS., 2003). Finalmente, uno de los detractores principales en contra del uso
de la ELG humana es la eugenesia. La eugenesia hace referencia tanto a la selecciéon de
caracteristicas positivas como remocién de aquellas que son vistas como erréneas. La eugenesia en
cualquiera de sus formas es concerniente debido a que pudiera ser empleada como reforzador de
prejuicios y acotar la definicion de normalidad y deseabilidad. Esto es particularmente verdadero
cuando exista, en potencia, realizar enhancement, también Ilamadas potenciaciones o
mejoramientos a capricho, que van mas alld de aplicaciones clinicas terapéuticas para una
enfermedad monogénica. Histéricamente, la eugenesia ha sido asociada con nociones exageradas
del determinismo genético y aseveraciones pseudocientificas, que con ayuda de la fuerza del estado
resultaron en consecuencias fatidicas en mas de una ocasién. Por otro lado, es importante hacer
mencion que todavia en nuestros dias persiste la nocidn de crear “progenie perfecta” que permitiria
a los padres seleccionar y controlar ciertos aspectos bioldgicos de sus hijos (Carroll D, Charo A,
2015; Ormond KE, Mortlock DP, et al.,, 2017). Dentro de estas modificaciones deseables existen
grupos de bioeticistas que argumentan que la ELG seria beneficiosa si se logra alterar el sentido de

justicia, responsabilidad o aumentar la moralidad en cada persona (Juengst E, Moseley D., 2016).
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Actualmente varias de las discusiones sostenidas sobre la ELG han tomado como base las
técnicas de reproduccion asistida, las leyes que las han regulado en cada pais, precios, y lo mas
importante el estatuto que adquiere el embrién humano desde su concepcién hasta término del
embarazo. Ciertas legislaciones conciben al embrién humano como un ser con derechos y garantias
constitucionales otorgables desde el momento de su concepcidn, mientras otras toman al embrién
como un conjunto de células que en potencia daran vida a un nuevo ser a los embriones. Parte de
este debate tienen sustento en las condiciones histdricas y sociales que formaron a un pais

determinado. (Steinbock B., 2007).

Capitulo 4 “Panorama Internacional sobre la edicion de la linea germinal humana”

4.1.- Politicas para la aplicacion de la edicion de embriones y linea germinal humana en diferentes

paises

Existen tanto politicas nacionales e internacionales que expresamente regulan la investigacion con
embriones humanos, asi como las intervenciones terapéuticas posibles a realizar en ellos durante
alguna etapa de su desarrollo. Los cuadros normativos subyacentes tipicamente involucran un
amplio espectro ético y de moral social basado esencialmente en los principios de beneficencia y
no-maleficencia. La aplicacién de la ELG humana como opcién terapéutica podria encontrarse
legislada o regulada bajo éstas debido a que se involucra la modificacién de un estado embrionario

primitivo.

Los actuales marcos ético-normativos y su aplicabilidad comparten ciertas similitudes o
presentan diferencias principalmente en cuanto a la definicidn de lo que es la linea germinal, una
célula reproductiva o un embrién y su estatuto legal y bioldgico; por otra parte, éstas mismas
cambian en cuanto a la herramienta legal a emplear como puede ser una legislacion, regulacion,
normativa, o ética profesional. Entre las diferentes jurisdicciones, la regulacion del embriéon humano
y/o de la manipulacién de la linea germinal puede ser categorizada en prohibitivo, restrictivo,
medianamente restrictivo, o permisivo. Cuando una politica toma una aproximacién restrictiva
existe una amplia variedad de prohibiciones a adoptar antes de considerar manipular al embrién o
la linea germinal. En contraste, las politicas medianamente restrictivas o permisivas permiten cierto
grado de libertad de investigacidn, aunque con ciertas limitaciones enfocadas a la implantacién del

embrion modificado (Ormond KE, Mortlock DP, et al., 2017).
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A pesar de las diferencias y similitudes entre jurisdicciones existe un conceso internacional
gue permite la investigacién basica con embriones humanos viables creados exprofeso para ésta,
siempre que se tenga aprobado el protocolo por parte del comité de ética de la institucién o
instituciones participantes, asi como el consentimiento informado por parte de los donadores. Es
de importancia destacar que estos embriones deben ser destruidos antes del décimo cuarto dia tras
su creacion, ya que este mismo conceso considera como embridn vivo al que desarrolle el tubo
neural y por lo tanto se le concede el estatuto de humano y ya no de objeto de investigacion (Ishii

T., 2015).

En paises como Australia, Bélgica, Brasil, Canada, Francia, Alemania, Israel, Holanda y el
Reino Unido, han adoptado legislaciones tanto prohibitorias como restrictivas en la investigacion y
la ELG humana, incluyendo al embrién, que involucran sanciones carcelarias y multas; sin embargo,
para que pueda haber un proceso legal en contra de un individuo debe mostrarse la intencionalidad
de la creacion de los embriones y posterior evaluacion en corte. Australia, Holanda, y Francia
designan que no es posible modificar el genoma de una célula humana, la cual pueda ser empleada
para dar continuidad a la especie humana. Lo anterior también hace referencia a cualquier
modificacién realizada en etapas primitivas embrionarias, cabe afiadir, que la legislacidn australiana
prohibe explicitamente la implantacién de un embridon creado para la investigacién basica, ya que
se considera a este tipo de embriones como prohibidos e inviables (lsasi R, Kleiderman E, et al.,
2016). Usualmente las politicas restrictivas incluyen limitaciones posteriores a la creacién del
embridn sin importar cudl sea el propédsito de esta; gracias a ello Canadd y Alemania han logrado
prohibir el uso de ciertas TARs que dafien al embridn. Por otro lado, bajo el tema de prohibicién de
TARs, ciertas legislaciones pueden resultar ineficientes o inadecuadas en la praxis ya que
Unicamente regulan uno u otro procedimiento o tecnologia en particular y al continuar el desarrollo

cientifico, éstas quedan completamente obsoletas (Isasi RM, et al., 2006).

Entre las legislaciones existen politicas prohibitorias que adoptan mas un caracter
restrictivo. En Bélgica, Alemania y Francia existe la prohibicién, tanto tacita como expresa, de no
modificar la linea germinal humana o al embridn; sin embargo, es posible obtener un permiso de la
corte si se alega la aplicaciéon de la modificacion del embrién y la linea germinal humana traera
consigo un beneficio terapéutico requerido para preservar la vida de éste o lograr un embarazo
saludable y sin riesgos tanto para la madre gestante como para el embrion. Las prohibiciones son

limitadas por las excepciones. Un problema que debe ser resuelto es el sentido amplio y poco
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especifico con el cual estan redactados muchas de las legislaciones, ya que pocas veces éstas se
actualizan conforme el lenguaje cientifico avanza. Las legislaciones que adoptan una aproximacién
de politicas restrictivas toman una actitud muy estricta y poco favorable para el desarrollo cientifico,
optando por que las cdmaras altas de legisladores realicen las regulaciones y leyes en vez que sean
elaboradas en conjunto por expertos en la materia (Isasi R, et al., 2016; Gyngell C, et al., 2016; Carroll

D, Charo A,, 2015).

Las politicas que adoptan una aproximacién intermedia son las mas frecuentes. De esta
manera la aplicacion de tecnologias gendmicas al embridén y a la linea germinal humana son
permitidas mas se encuentran bajo una fuerte monitorizacién gubernamental, con el objetivo de
proveer de mecanismos eficientes y seguros para continuar la investigacion cientifica. Asi mismo,
esta aproximacion no veta a las TARs o su aplicacion clinica o alguna tecnologia en particular;
empero, lo que prohiben es el posterior uso del embriéon modificado para llevar a término un

embarazo (Isasi R, et al., 2016; Isasi RM, Knoppers BM., 2006 (2)).

Son pocos los paises que han adoptado una aproximacién permisiva, en aras de promover
el progreso cientifico so creencia de ser un beneficio para la humanidad. Paises como el Reino Unido,
China, Suecia, o ciertos estados de EUA, permiten una amplia variedad de actividades a realizar en
un embrién en desarrollo. Estas legislaciones actian mediante una evaluacién caso por caso para
conceder el permiso de investigacion a las instituciones y responsables participantes; empero, el
permiso queda bajo un riguroso escrutinio gubernamental para dar seguimiento a la investigacion
realizada (Cavaliere G., 2017). En el Reino Unido o China es posible llevar a cabo investigacion basica
para posteriormente ser empleada con propdsitos reproductivos, es decir, llevar a término un
embarazo; a pesar de ello, no se ha llevado a cabo por temas de seguridad y ética profesional (Isasi

R, et al., 2016; Ishii T., 2015).

El mayor problema con el cual se enfrentan las legislaciones para ser aplicadas de manera
correcta es la gran ambigliedad que se presenta al ser escritas, ya que, sin importar la aproximacion
legal empleada, se dejan ciertos vacios legales debido a que las definiciones bdsicas entre embridn,
linea germinal o célula reproductiva no se encuentran actualizadas o ni siquiera mencionadas. Por
otro lado, varias legislaciones no hacen distincién entre aplicacién terapéutica, reproductiva o
investigacion basica. Cabe mencionar, que varias de las legislaciones poseen un apartado en contra
de la eugenesia; mas el mismo problema se suscita, ya que en muchos casos no se hace una

distincion entre las diferentes practicas eugenésicas. Por lo anterior es de suma importancia
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consolidar un adecuado lenguaje entre lo biolégico y legal para evitar practicas perniciosas en algun

futuro.

4.2.- ELG humana via CRISPR/Cas o diagndstico molecular preventivo como opcién para evitar

EMGs en la poblacién

Una de las principales caracteristicas de las EMGs versa en que la mutacién causal se encuentra en
cada una de las células del paciente, incluyendo sus células germinales, por lo que esta misma puede
ser heredada a su descendencia. En la mayoria de los casos las patologias de esta indole involucran
dafios silentes relacionados a las primeras manifestaciones clinicas o dafios cronico-degenerativos
presentes desde el desarrollo fetal, los cuales son irremediables. Aunque se encuentren bajo I&D
mejores terapias génicas 6 biofarmacéuticas, hay EMGs en las cuales se requiere de una
intervencién terapéutica temprana y cualquiera de las ya mencionadas pudieran no ser suficientes

para recuperar la salud perdida debido a su naturaleza innata.

En un inicio, la terapia fetal fue vista como una opcidn para proveer las herramientas
terapéuticas para una amplia variedad de anormalidades congénitas, ya sea por medio de la terapia
con células madre o terapia génica; sin embargo ambas requieren de ser inyectadas de manera
directa en el tejido afectado para lograr una expresidn localizada o ser administradas de manera
peritoneal o en al cavidad amniética. Incluso tras demostrarse en modelos animales mayores que
tras la terapia fetal se lograba prevenir el comienzo de enfermedades genéticas heredadas, este
procedimiento jamas fue considerado como opciéon en humanos debido al inherente riesgo de
muerte intrauterina como fue demostrado en los modelos estudiados (Pearson EG, Flake AW; 2013).
Debido a la condicidn innata de las EMGs, la terapia debe realizarse en las etapas mas tempranas
del desarrollo embrionario, cuando las células no estdn completamente comprometidas a formar
parte de un tejido en especifico, y con la “edicién” de unas cuantas células todas las venideras
expresen en genotipo deseado. Con la llegada de la tecnologia CRISPR/Cas lo que se pretendia lograr
con la terapia génica ahora se puede realizar de manera mas sencilla y efectiva, pero sobre todo con

especificidad (Heidari R, et al., 2016).

La simplicidad con la cual CRISPR/Cas permite modificar el genoma eucarionte mediante la
introduccion deseada de una secuencia de ADN en una posicién especifica dentro de un gen la ha
obligado a convertirse en una opcién para la investigacion bdsica (Yamamoto KR, et al., 2015). Esta

caracteristica llevo a una serie de investigaciones para pruebas de concepto en modelos de ratones
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y primates no-humanos, en donde el gen mutante disefiado a priori recuperd su funcién inicial sin
registrar una mutagénesis fuera de lugar. De manera sorprendente el estudio previamente
mencionado en primates no-humanos fue realizado con un embridn en primer etapa de desarrollo,
en el cual modificaron dos genes en un solo paso (Heidari R, et al., 2016; Niu Y, et al., 2014). Con
ventajas a su favor, multiples lideres de opinidén propusieron usar CRISPR/Cas para desarrollar
nuevas y mas eficientes terapias contra las EMGs mediante la edicion de la linea germinal debido al
impacto directo sobre todas las células de un organismo por formar (Araki M, Ishii T., 2014). Fue en
el mes de abril del 2015 cuando el primer intento de modificar embriones humanos mediante CCas
ocurrié. Un grupo de investigacion chino dirigidos por el Dr. Huang, modificaron cigotos trinucleares
(embriones humanos no viables) para editar el gen responsable de la EMG de B-talasemia. 86
embriones fueron “editados” y como resultado se obtuvieron 71 embriones sobrevivientes con una
alta proporcion de mutagénesis fuera de lugar tras un analisis de exoma completo (Huang J, et al.,
2015), sin embargo no es posible llegar a conclusiones adecuadas relacionadas a la factibilidad y

seguridad de la edicién gendmica de la linea germinal humana (Baumann M., 2016).

La investigacion previamente mencionada encendid un debate publico y cientifico sobre las
implicaciones éticas de la modificacion gendmica de la linea germinal, mucho de lo cual consistid en
las metas y objetivos del procedimiento, pero mds importante el posible resurgimiento de la
eugenesia (Pollack R., 2015; Scharenberg AM, et al., 2016). La eugenesia solo forma parte de los
problemas que rodean la edicidn germinal gendmica con CCas; seguridad del procedimiento,
eficacia, problemas econdmicos, dificultades técnicas en la aplicacién clinica, el acceso justo para la
mayor parte de la poblacién, mejoramiento del neonato, y marcos regulatorios nacionales e
internacionales, entre otros, son sus principales detractores (Evitt NH, et al., 2015; Baumann, 2016;
Motoko & Ishii, 2014; Ishii.,, 2015). Esto conllevdé a una moratoria internacional en el cual los
investigadores de diferentes dreas llamaron a una prohibicién total de la edicidn gendmica de la
linea germinal, inclusive si esta misma tiene como objetivo una EMG (Miller Hl., 2015). A pesar de
los inconvenientes ya mencionados, paises como Suecia, China, y el Reino Unido han aprobado la
experimentacidon biomédica bdsica que involucra embriones humanos y su modificacion via CCas
puede realizarse si el embrién es destruido antes de los 14 dias posteriores a su creacién (Callaway

E., 2016).

El Comité Internacional de Bioética de la UNESCO ha declarado que las modificaciones

genéticas realizadas en humanos pueden ser Unicamente para propdsitos de prevencion,
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tratamiento o diagndstico; sin embargo dichas modificaciones no pueden ser heredadas a las
siguientes generaciones (Heidari R, et al., 2016). Sabiendo que la aplicacién biomédica de esta
novedosa terapia puede cambiar el efecto de las EMG, la anterior declaracion del comité esta
limitando tanto las opciones terapéuticas disponibles como negando la salud a las generaciones
futuras, debido a que no todas las EMGs pueden ser tratadas via terapia génica o celular. Un punto
clave de la discusidn es para cuales EMGs y circunstancias especiales las personas tendrian acceso a
CRISPR/Cas para la edicion gendmica de la linea germinal; asi mismo, es importante determinar si
el acceso a la misma tecnologia serd por un sistema de salud publico o privado, debido a la
impracticabilidad de destinar recursos sin un anadlisis socio-econémico y costo-beneficio

debidamente ponderado si lo que se busca es su implementacion real en un sistema de salud.

Aguellas condiciones que carecen de un tratamiento aprobado o ineficiente comprenden
graves danos multi-sistémicos, o requieren de tratamientos en exceso caros por el resto de la vida
del paciente son claros objetivos para CRISPR/Cas. Como ejemplos es posible citar patologias como:
el sindrome de la progeria de Hutchinson-Gilford, Neuropatia de Axones Gigantes, Epidermolisis
Ampollosa, Ictiosis Arlequin, y todos los errores innatos del metabolismo, quienes comparten una o
todas las caracteristicas ya mencionadas al inicio de este parrafo (Gorell E, et al., 2014; Kamate M,

et al., 2014; Gonzalo S, et al., 2017).

Ha sido propuesto y asumido que las clinicas de fertilidad (CsF) seran las primeras en ofrecer
tal servicio al publico, en caso de que CCas sea aceptado en un modelo de salud (Evitt NH, et al.,
2015; Baumann M., 2016), pero esto no significa que el problema de las EMGs mejore
notablemente. Las parejas que buscan la ayuda en las CsF es debido a problemas al concebir, el
nacimiento de un bebé con una EMG, serie de abortos previos, conocimiento de la historia familiar,
o en el mejor de los casos uno de los progenitores conoce en primera instancia que es portador sano
de la enfermedad o inclusive la padece. Aunque la prevencidon de EMGs es posible, existen pocos
métodos y procedimientos para poder realizarlo en la clinica, e.g. diagndstico genético
preimplantacional (DGP), asesoramiento genético, y diagndstico prenatal. Sin embargo, aquellos
métodos y procedimientos son destinados solamente con un propdsito de diagndstico mds no
“curan” o tratan la condicidn encontrada en el embridn o feto, por lo que la decisidn de continuar
el embarazo o terminarlo recae en los progenitores, lo que abre un debate ético y problemas psico-
emocionales en la familia. Para reducir la incidencia de las EMGs en las familias un adecuado

diagndstico genético debe ser considerado por los futuros padres y es por medio del DGP que es
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posible seleccionar y eliminar los embriones enfermos que poseen ya sea una enfermedad
autosdmica dominante o recesiva, e implantar Unicamente los sanos; empero, este método estd
limitado a diagnosticar la misma enfermedad que uno o ambos progenitores tiene mediante

diferentes herramientas de biologia molecular (Lander ES., 2015; Baumann M., 2016; Ishii T., 2015).

El objetivo final tanto de CCas y DGP es reducir la incidencia de las EMGs, una por medio de
la “edicidn de genes” y la otra via “seleccidon de embriones sanos”, aunque un primer paso mas
prudente antes de ofrecer cualquiera de ambos métodos es prevenir y concientizar a los
progenitores si uno o ambos son portadores de alguna EMG y el patrén de herencia ligado a esta,
debido a que se ha estimado que el 90% de los individuos dentro de una poblacién son portadores
sanos de al menos una EMG recesiva y entre dos a cuatro variantes de la misma condicion (Krier J,
et al., 2016). Uno pudiera argumentar que la posibilidad de que ambos padres presenten la misma
mutacion en la linea germinal dentro del mismo alelo y loci para una enfermedad autosdmica
recesiva son practicamente cero y aun asi sucede, incluso aunque no haya una relacién de
consanguinidad entre ambos. Cabe afiadir las mutaciones en la linea germinal a lo largo de la vida
de los progenitores, siendo siete veces mas alta la tasa de mutaciones en hombres que en mujeres,
dando lugar tanto a mutaciones de novo dominantes como recesivas que pueden ser heredadas a
sus futuros hijos en forma de una EMG ya conocida o nueva (Scally A., 2016; Campbell CD, Eichler
EE., 2013; Girard SL, et al., 2016). Aquellas mutaciones causantes de EMGs pueden ser reveladas a
través de un diagndstico de linea germinal por medio de una secuenciacion genémica (Krier J, et al.,
2016), debido a que los progenitores en la mayoria de las veces no presentan alteraciones clinicas
gue pudieran ser relacionadas a una EMG. Con esta informacién a la mano, los posibles progenitores
pueden tomar la mejor decisién antes de empezar una familia; aunque algunos progenitores
podrian no gustar de la informacion obtenida. Aunque existan alternativas legales para evitar el
nacimiento de un paciente con una EMG, muchos posibles progenitores por razones varias,
creencias y convicciones, estan deseosos de experimentar el embarazo y tener un hijo propio. Casos
asi son comunes e incluso han sido documentados por cadenas televisivas como Discovery Channel.
A principios del afilo 2000 una pareja recién casada decidid embarazarse y con el nacimiento de su
primera hija descubrieron que eran portadores de la enfermedad genética llamada ictiosis arlequin;
tras acudir al asesoramiento genético se les explicd y recomendd que ya no buscaran tener otro hijo
debido a que las posibilidades de otro nacimiento igual eran practicamente del 100%. A pesar de las
recomendaciones médicas y de su misma familia decidieron tener otro hijo y el resultado fue

exactamente el mismo, otra bebé con la misma dolorosa condicién médica. Dado que no existe
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alguna ley que prohiba a los pacientes o portadores sanos de alguna EMG ser padres, y de existir
seria considerada como no-ética por la opinion publica, CRISPR/Cas seria una opcion para cumplir
sus deseos. Empero, debe ser ponderado si el ayudar a los futuros padres a cumplir un deseo o
capricho de tener un hijo propio y asi iniciar una familia es suficiente razén para permitir la
introduccion de esta tecnologia, sabiendo que existen vias legales para adoptar un nifio (Baumann

M., 2016).
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Discusion

El gobierno mexicano a través de la Secretaria de Salud (SSA) destina aproximadamente el 3.3% de
su producto interno bruto, o 6.3% en combinacién son capital privado (OPS/WHO., 2016), para
gastos relacionados a: (i) la promocién y desarrollo de programas publicos de salud; (ii)
mantenimiento y construccién de infraestructura hospitalaria; (iii) y para la compra de insumos y
equipo médico para los diferentes hospitales e institutos nacionales de salud dependientes de SSA
(Plan Nacional de Desarrollo/ Programa Sectorial de Salud/ Logros 2015). Entre los programas
publicos de salud podemos encontrar dos encuestas nacionales importantes, el Censo Nacional y la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién. Ambas encuestas estan disefiadas para indagar las
necesidades sociales y problemas relacionados a la salud y nutricién en la poblacién mexicana, y con
los resultados obtenidos es posible establecer tendencias de mortalidad y morbilidad para
diferentes enfermedades. Obesidad, diabetes mellitus | y I, canceres, males cardiacos, accidentes
cerebrovasculares, y enfermedades infecciosas, son tanto los problemas principales en salud publica

como las principales causas de muerte en la poblacién mexicana sin considerar edad 6 sexo.

En el ultimo Censo Nacional del 2010, el INEGI expuso las principales causas de muerte
pedidtrica en menores de cinco afos, siendo enfermedades infecciosas, malnutricién, y
malformaciones congénitas las causas principales (Fernandez Cantén SB, et al., 2012). Para mitigar
las tres causales, la SSA comenzaron programas publicos de salud, los cuales contindan activos, que
consisten en mejorar las condiciones sanitarias en los hospitales, ayudar con vales de despensa para
las familias de escasos recursos, y recomendar y dar a la poblacién femenil acido félico durante el
periodo de embarazo. Con las acciones tomadas se ha visto una clara tendencia a la baja en las
muertes infantiles; pero a pesar de las acciones tomadas y ejecutadas, las muertes infantiles en

México todavia suceden por causas prevenibles (UNICEF., 2017).

La gran mayoria de las estrategias dirigidas a los programas de salud publica estdn enfocadas
en disminuir la prevalencia y las muertes causadas por obesidad, diabetes, y enfermedades
infecciosas tanto en pacientes adultos como en menores de edad. Vale la pena mencionar el gasto
publico nacional de 23,000 millones de pesos, destinados anualmente desde el afio 2011, los cuales
son gastados Unicamente en el tratamiento y manejo de las complicaciones que rodean la diabetes
y obesidad; sin embargo, con el nimero siempre creciente de la poblacién afectada por alguna de

estas dos condiciones, se ha estimado que se requeriria mas de 150,000 millones de pesos para
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atender a los obesos y diabéticos, este costo es basicamente la cantidad destinada al sector salud

afno tras afo.

Dado que un gran porcentaje del gasto anual en salud se destina a atender las tres
principales causas de muerte en la poblacién mexicana general, las EMGs se encuentran
descuidadas dentro del sistema nacional de salud, hasta el punto en que no figuran en ninguna
estadistica a nivel nacional. La FEMEXER ha estimado que la inmensa mayoria de los pacientes con
alguna EMG muere sin tener un diagndstico. En los datos recabados por el INEGI, existe una
categoria denominada “causa de muerte desconocida” en la cual es valido suponer que se engloban
varias de las EMGs. Uno de los obstaculos mas grandes para evitar complicaciones desastrosas mas
adelante en la vida del paciente nacido con una EMG es el ser diagnosticado y en consecuencia
recibir un tratamiento oportuno. Desde la década de 1960°s varios gobiernos del mundo han
adoptado una serie de exdmenes que de manera conjunta se les denomina diagndstico neonatal
(DxN), los cuales pueden detectar condiciones especificas a partir de pocas horas después del
nacimiento o dias. Gracias a los avances tecnoldgicos, el DxN ha evolucionado de un analisis basico
en sangre y orina que Unicamente podia diagnosticar una sola EMG, a una serie de exdmenes mas
exhaustivos, complejos y especificos capaces de reconocer mas de 50 EMGs de caracter metabdlico
(Therrell BL, et al., 2015; Berg JS, Powell CM., 2015). Con los afios, los programas de DxN han
probado ser un éxito en la salud publica de todos los paises que lo han adoptado, tras haber salvado
la vida de millones de neonatos inclusive cuando los sintomas de la patologia eran confundidos con

otras enfermedades (Shawky RM, et al., 2015).

La lista de enfermedades diagnosticadas por el programa varia de pais en pais tomando en
consideracién la prevalencia para cada condicién, costo del tratamiento, factibilidad para el
diagndstico con la muestra requerida, y los fondos destinados a este programa en particular
(Therrell BL, David Padilla C, Loeber JG, Kneisser |, et al., 2015; Mussap M, et al., 2013). En México,
desde 1995, el DxN adquirié el estatuto de programa nacional de salud, en el cual todos los neonatos
eran diagnosticados para fenilcetonuria entre el segundo y quinto dia de nacimiento. En estos dias,
la Norma Oficial Mexicana para la Prevencion y Control de Defectos del Nacimiento (NOM-034-
SSA2-2013.,2013) incluye 5 enfermedades: hipotiroidismo congénito, fenilcetonuria, galactosemia,
hiperplasia adrenal congénita, y deficiencia de biotinidasa; sin embargo, en el articulo 61 de la LGS
en materia de “Atencién Materno-Infantil” se estipula un diagndstico extendido en el programa de

DxN. Este diagndstico extendido es meramente enunciativo, dado que no contiene el nombre de
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ninguna enfermedad que requiera ser cubierta por la ley. Estados como Tabasco, Yucatdn, y Chiapas
iniciaron un programa piloto para el diagndstico extendido en el DxN que incluye: fibrosis quistica,
ciertas hemoglobinopatias, y condiciones metabdlicas detectables por un analisis MS/MS (Therrell
BL, et al., 2015). En el estado de Nuevo Ledn, su programa piloto de diagnéstico extendido abarca
38 enfermedades; por otro lado, el departamento de Salud de la SEMAR ofrece un diagndstico
extendido de 67 enfermedades. A la fecha, solo los estados mencionados tienen un programa piloto
para mejorar el DxN, empero, no hay informacién disponible para saber los resultados, continuacion

o posible introduccion de dichos programas piloto a los programas de salud publica estatales.

A pesar de la falta de informacidn sobre la prevalencia del resto de las enfermedades que
no son diagnosticadas y su mortalidad relacionada en la poblacién mexicana, se otorgan de manera
justa, gratuita y completa el acceso a los medicamentos huérfanos bajo el articulo 224 Bis y 224 Bis
1 de la LGS, asi mismo toma como referencia el esquema de prevalencia europeo para
enfermedades huérfanas y raras -< 5 pacientes de cada 10,000 habitantes- (Ley General de Salud,
2017). A pesar de que estos medicamentos se otorguen de manera -justa, gratuita y completa- se
limita a aquellos que estén incluidos en el Cuadro Basico y Catdlogo de Medicamentos (CBCM). Al
corte de fecha de investigacion bibliografica, en México existian registrados 60 medicamentos para
enfermedades huérfanas y raras, de los cuales solo 19 corresponden a alguna EMG y de éstos sélo
10 estdn incluidos en el Grupo No. 5 “Endocrinologia y Metabolismo” del CBCM (CSG., 2016). Este
grupo cubre mayoritariamente enfermedades lisosomales, dejando sin tratamiento el resto de las
EMGs en el pais, lo que obliga a las familias y pacientes afectados a buscar permisos de importacion
especiales y pagar por tener aquel medicamento a menester, el cual debe ser solicitado a COFEPRIS
y probar que el medicamento ha sido ya previamente aprobado por alguna de las dos agencias

reguladoras internacionales: FDA 6 EMA.
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Distribucidn por patologia de los medicamentos
disponibles en el Cuadro Basico de Medicamentos de
SSA. 2016

Tabla 3.- Distribuciéon por patologia de los medicamentos disponibles en el Cuadro Basico de Medicamentos de la SSA,
afio 2016. Se muestran los rubros cubiertos por el CBM de SSA en el afio 2016. De los 60 medicamentos disponibles 1€

cubren la misma EMG.

Meéxico carece de un adecuado registro de las EMGs, por lo que los datos epidemiolégicos
son desconocidos incluso para aquellas enfermedades que tienen una alta prevalencia a nivel
mundial. Hay claras excepciones como es el caso de fenilcetonuria gracias a que esta fue la condicién
inaugural del programa nacional de DxN, se tienen registros adecuados de su prevalencia (Borrajo
GJC., 2012). Debido que SSA no tiene datos adecuados, las organizaciones civiles (en inglés se
denominan advocacy associations, el cual es un término mds adecuado) se han visto en la necesidad
de tener un registro propio de los pacientes y sus familias a quienes ayudan. Muchos de los datos
publicados acerca de la prevalencia de EMGs es en base a los articulos de investigacidn cientifica
que involucran a pacientes mexicanos y datos obtenidos de advocacy associations foraneas; no
obstante, estos datos sdlo reflejan parcialmente el verdadero nimero de pacientes que se ha
estimado en mas de 10 millones (FEMEXER., 2017). A pesar de estos datos aproximados, las
advocacy associations cuentan tanto a los pacientes con EMGs y otras enfermedades huérfanas o
raras, como: diferentes canceres, esclerosis multiple, o ciertas infecciones entre otras. Vale la pena
mencionar el hecho de que la Unica bien establecida epidemiologia en México es la fenilcetonuria,

y a pesar de ello su tratamiento no estd disponible en el CBCM.
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La region de América Latina se caracteriza, tristemente, por una alta inequidad social como
producto de dos elementos principales: sobrepoblacién y pobreza creciente. En el ultimo reporte
del 2014, el Consejo Nacional para la Evaluacién de Politicas de Desarrollo Social (CONEVAL) estimé
en 53.3 millones de personas pobres en México, lo que representa el 46.2% de la poblacién total, y
de ellos 11.4 millones viven en la pobreza extrema; siendo los grupos indigenas los mas afectados.
Lo anterior se ve reflejado a nivel pais al considerar que el nivel de salud de la poblacién no depende
de manera directa de los servicios sanitarios ofrecidos tanto por el gobierno como instituciones
privadas; sino que los factores socioecondmicos, clase social, condiciones laborales, factores
ambientales, pobreza, pertenecer a un grupo étnico, y la falta de los servicios minimos sanitarios
son los principales determinantes de la salud. Por estas razones, los grupos en desventaja social
sufren una mayor carga cuando uno de sus familiares enferma y en consecuencia tienen menos
oportunidades de sobrevivir al ser comparados con pacientes mejor posicionados en la escala social
(Marmont Review Team., 2010). De hecho, los determinantes sociales de la salud (DSS) atn no son

tomados en consideracién al disefiar e implementar programas y politicas publicas de salud.

Los DSS limitan y exceden la capacidad de respuesta de los servicios sanitarios de salud, para
mantener y rehabilitar tanto una salud individual como colectiva, lo cual abre la brecha en
mortalidad y morbilidad entre las poblaciones indigenas, rurales, y urbanas (Marmont Review Team,
2010; WHO, 2011). Aunque la LGS bajo el articulo 77 Bis 1 en materia de proteccién social en la
salud, garantiza el acceso los servicios médicos de atencidn primarios y secundarios, consisten en
manera general en consultas médicas y especialidades basicas. En contraste tenemos a las
poblaciones rurales e indigenas (PRIs), cuyos servicios médicos son desastrosos, debido a la falta de
medicamentos, laboratorios clinicos, e inaccesibilidad geografica (Montero-Mendoza., 2011), asi
como la incapacidad de los médicos generales de poder diagnosticar condiciones genéticas, deja a
la mayoria de la poblacién sin un diagndstico y tratamiento, y no solo para las condiciones ya

mencionadas, sino para muchas mas.

El sistema de salud de México estd ampliamente polarizado por los DSS, siendo el mejor
escenario para un nifio con una EMG, el nacer en algun centro urbano de importancia, en donde él
o ella pueda ser debidamente diagnosticado y en consecuencia pudiera haber un adecuado
seguimiento tanto para el paciente como para su familia; y asi mismo su familia pudiera buscar
ayuda y guia con las diversas advocacy associations, e incluso recaudar fondos para los

medicamentos requeridos. No obstante, los casos que se presentan en las ciudades son pocos y

112



dispersos a lo largo de los afios, como se demostro al estudiar los registros de pacientes del Hospital
Infantil de México Federico Gdmez (HIMFG) y dos hospitales generales de segundo nivel en Veracruz
(no especifican nombres). A lo largo de un periodo de 50 afios solo 38 pacientes con
mucopolisacaridosis fueron atendidos en el HIMFG, mientras que en Veracruz solo 21 pacientes
fueron detectados en 7 afios (Fuentes-Fuentes G, et al., 2012). Por el contrario, ciertas regiones
indigenas son proclives a una mayor prevalencia de EMGs debido a un efecto fundador, causado ya
sea de origen europeo o un alto indice endogamico, lo que genéticamente aisla a la comunidad
incrementando la probabilidad y frecuencia de las condiciones letales de caracter hereditario (Little
BS, Malina RM., 2005; Garcia-Veldzquez LE, et al., 2014). Cabe recalcar que a pesar de que las PRIs
sean mas proclives a presentar una EMG debido a ciertas costumbres y creencias, las poblaciones
citadinas no se encuentran exentas de padecerlas por igual; ya que se ha estimado que minimo el
90% de una poblacién dada son portadores sanos de una EMG de caracter recesivo, asi como de dos
a cuatro variantes de la misma condicién (Krier J, et al., 2016). Lo anterior hace hincapié en que las
patologias monogénicas se encuentran ampliamente distribuidas en la poblacién. Por lo tanto, el
claro objetivo de permitir la ELG via CCas en la poblacion mexicana es buscar eliminar EMGs de la
poblacién de la cual se conozca un efecto fundador, asi como tanto a las familias que previamente
han sido diagnosticadas y desean un hijo sano o aquellas familias que lo deseen realizar por

precaucion.

Con la introduccidon de CCas para la edicidon de la linea germinal (CCELG) como terapia
opcional, tanto la poblacidn citadina como PRIs con EMGs localizadas pueden ser directamente
beneficiadas para selectivamente retirar las enfermedades que solo afectan a un pufiado de la
poblacién debido a que no tienen un acceso adecuado a un tratamiento. Aunque CCELG ofrece una
alternativa tanto para los portadores sanos como los ya enfermos de poder tener un hijo o hija
“sano”, involucra la manipulacién in vitro del embridn. Bajo el Cédigo Penal de la Ciudad de México,
cualquier manipulacién genética en humanos es prohibida si la intencién es otra que no sea
“eliminar enfermedades serias” (Isasi R, et al., 2016), bajo este canon CCELG cumple la intencién de
la ley y se puede argumentar su introduccidn, por lo menos en la capital de nuestro pais. Es
importante hacer mencion que este nicho en la Ley de la Ciudad de México se basa en el principio
de beneficencia y no-maleficencia. Beauchamp y Childress determinan que la moralidad requiere
no solamente respetemos la autonomia de terceros o se les restrinja de hacer un dafio, sino también
de nosotros contribuir a su bien estar (Beauchamp TL, Childress JF., 2013). “Eliminar enfermedades

serias” que causen una muerte prematura, dolor profuso, o que pongan en riesgo las capacidades
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cognitivas y dindmicas del individuo son caracteristicas de las EMGs, por lo que la CCELG podria
contribuir ampliamente al bienestar del paciente desde antes que se presente la patologia, ya que
esta seria eliminada de la persona. Se ha elegido al sistema CCas como una opcion aplicable a la ELG
debido a la sencillez con la cual puede ser disefiado, asi como su capacidad de poder ser modificado
y adaptado para lograr mayor seguridad al reconocer y escindir las secuencias patoldgicas como fue
demostrado en modelos murinos de Distrofia Muscular de Duchenne, logrando prevenir la aparicion
de la patologia (Long C, et al., 2014). Debido a que una gran parte de la poblacién es portadora de
alguna u otra patologia genética, que en consecuencia sea devastadora tanto para el futuro
individuo como para su familia, esta en la capacidad de la ciencia de prevenirlas y dar con ello un
beneficio expreso. La legislacion mexicana ha adoptado una politica basada en la severidad de la
patologia; sin embargo, debido al sentido amplio de lo estipulado deja lugar a un modelo abierto al
gusto del posible consumidor, en este caso los prospectos padres que deseen emplear CCELG como

opcidn terapéutica.

Por otro lado, el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud (RLGSeMIS) en el Capitulo IV articulo 52 permite la investigacion con fetos y embriones
humanos siempre y cuando se asegure la viabilidad de este tras el procedimiento realizado; sin
embargo, la modificacién genética de un embridn no es un tema que sea mencionado en las leyes y
reglamentos mexicanos, por lo que no queda claro lo que es posible hacer y lo que no. El articulo 45
de este mismo reglamento de manera textual sefiala — Las investigaciones sin beneficio terapéutico
en mujeres embarazadas, cuyo objetivo sea obtener conocimientos generalizables sobre el
embarazo, no deberdn representar un riesgo mayor a la mujer, embrion o feto-; asi mismo el articulo
55 de la LGS permite la investigacién con embriones y fetos siempre y cuando haya un certificado
de muerte fetal de por medio. En caso contrario, el articulo 330 de la misma ley prohibe el uso de
tejidos embrionarios o fetales para cualquier finalidad en el caso que éstos hayan sido obtenidos
por medio de un aborto inducido. Por lo anterior al interpretar en conjunto la LGS y el RLGSeMIS se
infiere que no esta permitida la creacidon ex profeso de embriones para la investigacion, ni la
investigacion que ponga en riesgo al producto de la concepcién, mas es posible llevar a cabo la ELG

con fines terapéuticos una vez que se haya probado su seguridad.

Durante el afio 2016 se llevé a cabo un procedimiento de manipulacién embrionaria para el
reemplazo mitocondrial. Si bien el procedimiento fue exitoso y el bebé goza de perfecta salud, se

desatd una serie de polémicas en el pais debido a la declaracidn realizada por parte de los
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investigadores de la CF, al decir que —“México no regula la manipulacion embrionaria y sus leyes son

I
17 -

laxas, por eso decidimos realizar el protocolo aqui”-. En ese mismo afio dos partidos politicos
comenzaron una campafa para reformar la LGS en materia de “Procedimientos y Tecnologias para
la Reproduccién Asistida” para buscar prohibir la manipulacién embrionaria. Empero, su prohibicion
propuesta es restrictiva para (i) usar embriones humanos en investigacion, (ii) seleccién artificial del
sexo bioldgico o cualquier caracteristica fenotipica del futuro ser y (iii) cualquier modificacion
genética sin importar su fin. Asi mismo, esta reforma contempla que el acceso a las tecnologias y
procedimientos de reproduccién asistida son “Ultimo recurso” para los futuros progenitores, y se
promueve la adopcion de infantes antes de intentar un procedimiento para lograr el embarazo
(Secretaria de Gobernacidn., acceso en linea el 26-01-2017). Si bien el propdsito de esta reforma es
crear una ley nacional para la regulacidon y correcta aplicacion de diferentes tecnologias vy
procedimientos de reproduccion asistida aplicable a todas las CsF registradas en el pais, con el

Ill

objetivo de evitar el “turismo de fertilidad” y la investigacién y modificaciéon tanto de la linea
germinal como del embridn; se estaria privando a las futuras generaciones de mejores tratamientos
terapéuticos opcionales a las EMGs. Al terminar el presente trabajo no ha habido mds declaraciones

por parte de ninguna de las cdmaras de gobierno.

Dentro de una posible reconsideracion, la SSA debe tomar en cuenta el bajo poder
adquisitivo de la gran mayoria de la poblacién y asi mismo, éticamente ponderar el justo acceso a
la ELG mediante CCas teniendo como objetivo lograr un beneficio tangible para la mayoria de la
poblacién y no solo unos pocos grupos selectos. Un importante obstaculo que es necesario tener en
cuenta antes de pensar si quiera introducir esta tecnologia, es que el procedimiento como tal
requiere el diagndstico genético/gendmico de ambos futuros padres y del mismo embridn, para
localizar la posible mutacidn y corregirse. En el actual sistema de salud, las herramientas mas
innovadoras de diagndstico por biologia molecular son solamente ofrecidos en institutos médicos
de tercer nivel, y muchas de las veces es debido a que el paciente decide participar en un estudio
de investigacidon biomédica y la condicién del paciente concierne a la investigacién llevada a cabo
por el grupo del investigador titular; otra opcidn es pagar por el servicio de diagndstico en donde el
precio es a partir de los $20,000 pesos o mas dependiendo de la herramienta de biologia molecular
empleada para el diagndstico. A pesar de que por medio de un programa de salud publica la ELG
mediante CCas pudiera beneficiar, en teoria, a la mayoria de la poblacién, a la praxis estaria
destinado a fallar o no llegar a toda la poblacién debido a los requerimientos basicos de biologia

molecular para poder implementar este procedimiento. Como referencia de un programa nacional
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gue tenia como parte de sus objetivos el diagndstico de EMGs es el programa nacional de DxN, en
el cual los mejores resultados se obtuvieron de las familias que tenian un mayor poderio econdmico
para pagar por los servicios de atencién médica durante el embarazo y puerperio (Therrell BL, et al.,
2015). Para que un programa de salud publica tenga éxito se requiere de una cantidad masiva de

dinero para modificar y mejorar la actual infraestructura de los laboratorios y hospitales.

México es un pais en via de desarrollo, que tiene la combinacidon de tres principales
problemas de salud que afectan a la poblacidn como un todo: falta de instituciones médicas bien
equipadas, los DSS son los conductores de la salud, y el pobre acceso a ciertos medicamentos, hacen
que el desvio de fondos sea para dar mantenimiento a la institucién y los servicios y no para realizar
mejorias en los mismos. Mas importante denotar, es el hecho que ciertas leyes para garantizar el
acceso a la salud se contraponen unas a otras. No es aventurado llegar a pensar que estos mismos
problemas afectarian tanto la legalizacion como el acceso via salud publica a CCELG; por lo que,
antes de considerar su introduccién hay problemas mas graves que requieren la atencion de la SSA

para conceder a la toda la poblacién una salud digna.

Para poder introducir en México este tipo de terapias alternativas de ediciéon gendmica en
la linea germinal es requisito legislar, establecer y regular su aplicacién tanto a nivel Federal como
Constitucional. Entre los requisitos para poder legalizar su aplicacién es menester adoptar en
términos cientificos y laicos lo que es posible hacer y lo que no. Parte de las modificaciones que se
deben hacer a un nivel superior es en la Constitucidn de los Estados Unidos Mexicanos, ya que ésta
no define lo que es un embrién humano ni expresamente defiende la vida humana a partir del
momento de la concepcidén o fertilizacion. A pesar de lo anterior, los partidos conservadores
argumentan bajo el articulo 1° Constitucional que el aborto, la destrucciéon de un embrién humano
o la modificacién de estos es una afronta directa a su derecho a la vida y dignidad humana; empero,
la Suprema Corte de Justicia de la Nacién dictamind que al no contar a nivel Constitucional con una
definicion especifica al derecho a la vida, al valor de la misma u otra expresion que se determinante
a partir del momento de la concepcidn o fertilizacién el aborto es una préctica aceptable incluso
para eliminar condiciones congénitas entre otras causas (Suprema Corte de Justicia de la Nacién.,

2016; Medina-Arellano MJ., 2011).

Partiendo del dictamen anterior es posible argumentar la introduccién de CCELG, ya que de
ésta forma se podria conciliar parte de la problematica entre los partidos liberales y conservadores,

asi como la opinién publica, ya que la edicion de la linea germinal humana no atenta en contra de
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la dignidad o la vida humana, dado que la intencién con ello es dar un tratamiento a las personas
que lo requieren y no lo tienen (Gyngell C, et al., 2016). Por otro lado, a nivel federativo cambios
deben hacerse en la LGS. ya que Unicamente en articulo 314 seccidn séptima y octava se limita a
dar una definicién legal de lo que es un embrién y un feto en base al tiempo ocurrido tras la

concepcion (Ley General de Salud., 2016)

Es razonable suponer que también en la LGS deberia aparecer un apartado sobre las
tecnologias de reproduccidn asistida, pero no es asi. Por poco mas de 10 aifios modificaciones a la
LGS en este rubro se han discutido en el Congreso de la Unidn, pero hasta ahora no se ha resuelto
nada ya que entre las discusiones no ha habido un reconocimiento entre las partes interesadas, la
académica y politica de los limites y aplicaciones de las tecnologias de reproduccion asistida
(Palacios-Gonzélez CP, Medina-Arellano MJ., 2017). Lo anterior a traido en consecuencia una falta
de regulaciéon en materia de reproduccion asistida ya que no existe una autoridad que regule,
evalle y compile la informacién de todas las TARs disponibles en el pais y quienes las estan aplicado.
Dado el caso, las diferentes partes interesadas se han organizado en asociaciones médicas para
autorregular su proceder. COFEPRIS a pesar de ser el organismo encargado de regular sus
actividades tiene un limite establecido por el mismo en el cual Unicamente posee injerencia en
cuanto a las instalaciones y lineamientos de funcionamiento de los centros en dénde se lleve a cabo

el procedimiento (Medina-Arellano., 2010).

Ponderando los datos en conjunto México no posee una ley federal que regule la
modificacién del genoma humano, y en aquellos tratados internacionales en déonde México es
participe no se expresa de manera directa la prohibicién de realizarlo. De hecho, la Constitucién de
la CDMX lo permitiria en pos de la salud poblacional, y es a partir de ello que se podria iniciar una
discusidon para su introduccion, mas hay que cambiar los esquemas legales que fungen en la

proteccién y modificacion de la linea germinal humana desde la etapa embrionaria.
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Conclusiones

El analisis panoramico ofrecido por el presente trabajo ha denotado de manera resumida tanto los
puntos a favor y en contra del uso de CCas como herramienta terapéutica para la ELG contra EMGs.
De manera global es imposible disefar tratamientos especificos para cada una de las EMGs
diagnosticadas, o por diagnosticar, debido a la gran complejidad subyacente demostrada tanto en
modelos animales y celulares de estas patologias. Es importante sefalar que a pesar de que dos
pacientes o mas tengan la misma patologia se ven afectados de manera igualitaria mas no idéntica,
lo que limita 0 aumenta las opciones de tratamiento disponibles para cada uno de ellos, conllevando

a mejorar o disminuir la calidad de vida del paciente y su familia.

Aunque las compafiias farmacéuticas, biofarmacéuticas y los gobiernos alrededor del
mundo han realizado importantes inversiones para mejorar y desarrollar nuevos medicamentos
para las EMGs, el tiempo requerido por estandares internacionales para probar su seguridad,
eficiencia y eficacia contra una de estas patologias es demasiado y si a esto se le aflade el verdadero
problema que los pacientes afectados mueren de manera repentina es dificil tomar una poblacién
a estudiar y probar en ellos un fdrmaco en via de desarrollo. La ELG mediante CCas ofrece la opcidn
perfecta para abordar estas enfermedades que estdn con tratamientos limitados, y hasta
ineficientes, a pesar de la controversia a la cual estd sujeta. Parte de esta controversia se debe tanto
a cuestiones morales-sociales del valor de un embrién, asi como fallas técnicas en el método a seguir
bajo el argumento de que no es ético ofrecer una herramienta de salud que destruye a un embrién
u ocasione dafios no previstos y con los cuales su calidad de vida empeore posterior al nacimiento.
Por otro lado, se ha argumentado la posibilidad de un mejoramiento o potenciacion biolégica para
ciertas caracteristicas fisicas deseables en un bebé o la falta del consentimiento de estas futuras
generaciones; sin embargo, ambos carecen de fuerza debido a que estan basados mayoritariamente
en especulaciones mas que en evidencia y hechos cientificos, por lo que es importante separar la
realidad de la ficcién de lo que posible realizar y de lo que no. Si bien es posible que la eugenesia
sea lo mas criticable de la aplicaciéon de CCas en la ELG, esta puede ser sorteada por medio de
regulaciones internacionales en las cuales se limite el uso de esta herramienta Unicamente al

tratamiento de EMGs y no con otros fines terapéuticos o de mejora.

Actualmente hay varios grupos que versan por la introduccién de CCas como opcién
terapéutica a EMGs so argumento consecuencialista, lo que ha permeado hasta la autorizacion

parcial o completa de ciertas legislaciones para su uso en investigacién basica, empero se sigue
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prohibiendo su uso terapéutico hasta comprobar que sea segura en su totalidad. Es importante
recalcar que en las legislaciones en las cuales se ha permitido la experimentacién basica se limita
ésta hasta el decimocuarto dia tras concepcion exprofeso de la investigacién; empero, no es posible
comprobar la seguridad bioldgica de CCas con un tiempo tan corto por lo que para permitir su
aplicacién se debera aventurarse a llevar un embarazo a término para poder confirmar su segura
aplicacién en demas pacientes. Recientemente la CCELG tuvo un gran avance al haber eliminado el
mosaicismo embrionario tras la edicion genética; sin embargo, de los 125 embriones empleados
Unicamente uno cumple con todos los criterios para poder ser implantado (Ma, et al., 2017). La
publicacidn citada concluye advirtiendo que la tecnologia actual aln es inmadura y se requiere de
una mayor profundizacién antes que esta llegue a una aplicacién clinica, mas, enfatizan lo

beneficioso que puede legar a ser argumentado su futura introduccion terapéutica.

En el panorama nacional se demostré con base a las legislaciones imperantes que no existe
un mecanismo legal que impida la ELG con fines terapéuticos y de llevarse a cabo se justificaria bajo
el argumento de beneficencia empleado por la misma ley. De hecho, solo es posible realizar una
interpretacion en conjunto e inferir que con base a las leyes mexicanas que no es posible editar la
linea germinal humana o al embrién con fines de investigacidén bdsica. Cabe destacar que la misma
LGS y el RLGSeMIS no hacen distincion entre aplicaciones de investigacidn basica o terapéutica, por
lo que la prohibicion es en base a lo dictaminado por los comités de ética de cada institucidn. Si bien
la edicidn terapéutica de la linea germinal humana via CCas es todavia distante (o que sea dejada a
un lado por otra tecnologia), es posible tomar la introduccion de esta como un modelo para permitir
la adopcidn de diferentes tecnologias de edicién gendmica en beneficio a la salud poblacional. Cabe
afadir que las legislaciones mexicanas en materia de salud no han avanzado con forme al ritmo
internacional y cientifico. Apenas en el afio 2017 se dictaminé una ley para el registro y
epidemiologia del cdncer en México, cuando a inicios de 1990 una ley similar ya estaba aprobada y

puesta en aplicacién en EUA.

Las legislaciones mexicanas deben adoptar un caracter “dindmico” semejante al empleado
por paises como el Reino Unido o China; las cuales parten de generalidades y se van agregando
cladusulas y modificaciones con forme las tecnologias aplicadas a la salud van mejorando. Cabe
destacar que las legislaciones de estos paises buscan mejorar la calidad y dignidad de la salud
humana mediante el uso de diferentes tecnologias, por lo que la prohibicién de éstas no es una

opcidn viable para su objetivo. El 23 de octubre del 2000 se decretd en el Diario Oficial de Ia
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Federacién la creacion del Consejo Nacional sobre Genoma Humano, con el fin de coordinar las
politicas y acciones de las dependencias e instituciones educativas y de salud, relativas a la
investigacion, desarrollo tecnoldgico, ensefianza, atencién médica y, en general a la aplicaciéon del
conocimiento sobre el genoma humano incluyendo la terapia génica y la edicién de la linea germinal
humana (Articulo 1°., Diario Oficial de la Federacion., 23 de Octubre del afio 2000). A pesar de ser la
primer propuesta del gobierno mexicano para incorporar a nuestras legislaciones las implicaciones
de los avances de la investigacidon gendmica y con ello implementar politicas sobre el uso, manejo y
proyeccion del alcance de las implicaciones de la investigacion gendmica aplicada a la salud. Este
proyecto tenia la iniciativa de poder ser la herramienta de consolidacidon de la investigacion
gendémica en México y crear las regulaciones dindmicas ya mencionadas; sin embargo, debido a la

falta de seguimiento no se logré consolidar.

Por el momento no es factible el uso de la ELG para el tratamiento de EMGs, ya que existen
varios vacios legales y legislaciones que se oponen entre si, lo que obstaculiza la introduccién de
cualquier herramienta para lograrlo, incluyendo a CCas. Cabe mencionar, que es necesario dar
seguimiento a los diferentes proyectos de ley y modificaciones a las mismas para poder consolidar

en el pais las diferentes tecnologias gendmicas para mejorar la salud de la poblacién como un todo.
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