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Editorial

ESPECIAL CRISPR

1

Por Enrique Viguera Minguez® y Antonio Diéguez

Lucena?.
!Profesor titular de Genética. Universidad de Malaga. Vocal de la
SEBBM.

2Catedratico de Filosofia de la Ciencia. Universidad de Malaga.

Era una de las primeras mesas redondas que se orga-
nizaba en Europa sobre los aspectos éticos de la edicidn
del genoma humano. Fue organizada por los profesores
de la Universidad de Malaga, Enrique Viguera (Profesor
titular de Genética) y Antonio Diéguez (Catedratico de
Filosoffa de la Ciencia). Casi 400 personas abarrotaban
el Aula Magna de la Facultad de Derecho de la Univer-
sidad de Malaga donde tuvo lugar el acto. La actividad
contaba con el patrocinio de Federation of European
Biochemical Societies (FEBS) y la colaboracién de la
Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular
(SEBBM), la Facultad de Ciencias y la Facultad de
Derecho de la Universidad de Malaga y se incluia den-
tro de la XV edicién del ciclo de divulgacién cientifica
Encuentros con la Ciencia, organizado por los profesores

de la Universidad de Madlaga Enrique Viguera y Ana
Grande.

Acababan de conocerse las aplicaciones posibles de
una de las mas potentes herramientas biotecnolégicas
de las que el ser humano ha dispuesto hasta el momento:
la técnica de edicion genética CRISPR/cas9. El descubri-
miento del sistema CRISPR se basa en el trabajo pionero
del microbidlogo espanol Francisco Martinez Mojica, y
sus aplicaciones ponen en nuestras manos la capacidad
para modificar con una gran precisién y eficacia el ge-
noma de cualquier ser vivo, y, por tanto, también el
del ser humano. Las enormes expectativas, pero tam-
bién los recelos, alimentados ambos por los medios de
comunicacién y por voces no siempre bien informadas,
hacian imprescindible un debate multidisciplinar sobre
las posibilidades reales de aplicacién de las técnicas
de edicidn genética, sobre sus beneficios previsibles y
sobre los peligros que encierra. El cartel de ponentes
fue excepcional: Francisco Martinez Mojica, profesor
de la Universidad de Alicante, quien detallé su descu-
brimiento de las secuencias repetidas CRISPR, nombre
que él mismo propuso. Francis Mojica identificé que
algunas de las secuencias «espaciadorasy» flanqueadas
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por las secuencias CRISPR, eran idénticas a fragmentos
de genomas de bacteriéfagos y plasmidos conjugati-
vos, lo que le llevd a proponer que dichas secuencias
constituirian un sistema de inmunidad adquirida en bac-
terias y arqueas que le conferiria resistencia frente a
un DNA exdgeno. Sorprendentemente, la comunidad
cientifica tardé muchos afios en aceptar un descubri-
miento que supone una de las mayores revoluciones
en la historia de la Biologia. Video de la conferencia
del Dr. Mojica: https://youtu.be/AOwrrbpxYK4 (a
partir minuto 7:10")

encuentros

con la ciencia

El investigador Lluis Montoliu (Centro Nacional de
Biotecnologia, CSIC y CIBERER-ISCIII) destacé que la
herramienta de edicion genética basada en CRISPR-Cas
procedente de un sistema de defensa bacteriana supone
un magnifico ejemplo de cdmo la investigacion basica
acaba transformandose en aplicada. La tecnologia ba-
sada en CRISPR-Cas9 permite reproducir en modelos
celulares y animales enfermedades que nos afectan, co-
mo los defectos congénitos o las enfermedades raras,
como el albinismo, que es la condicién genética que
investiga en su laboratorio. Las herramientas CRISPR
permiten personalizar estos modelos y construir avata-
res, modelos animales que portan exactamente la misma
alteracion genética diagnosticada en pacientes. Segiin
Montoliu, estas herramientas basadas en CRISPR su-
ponen una revolucién en las estrategias terapéuticas,
con diferentes protocolos de terapia génica validados
en modelos animales, que estan a la espera de poder
ser autorizados para su uso en pacientes. Sin embargo,
destacd, hay que proceder con cautela antes de trasla-
dar su uso a personas debido a las propias limitaciones
de estas herramientas. Video de la conferencia del Dr.
Montoliu: https://youtu.be/8SgxLWOS9EgG

El desarrollo de unas herramientas que conduzcan
a la modificacién del genoma humano abre vias espe-

ranzadoras para la curacién de diversas enfermedades,
pero también abre vias mas cuestionables para la mejo-
ra y potenciacién de rasgos que han poseido los seres
humanos desde sus origenes como especie, e incluso
para la incorporacién de rasgos completamente nuevos,
sefalé el profesor de Filosofia de la Ciencia de la Uni-
versidad de Malaga Antonio Diéguez Lucena. jDeberia
limitarse el uso futuro de estas técnicas a funciones
terapéuticas? Habra sin duda que replantearse cues-
tiones de gran calado, tanto desde el punto de vista
ético, como desde el politico y el social, planteb en su
charla. Video de la conferencia del Dr. Diéguez Lucena:
https://youtu.be/xAk4wT4GU34

No podiamos cerrar este debate sin contar con un
experto jurista que nos hablara de la regulacién juridica
de la edicidn genética en Espaiia. El profesor de la ca-
tedra de Derecho y Genoma Humano de la Universidad
del Pais Vasco lhigo de Miguel Beriain desglosé los
tres grandes documentos normativos que se ocupan de
regular esta materia en Espaiia: el Convenio de Oviedo,
la Ley 14/2007 de investigacién biomédica y el Cédigo
Penal. Destacé el desfase entre las necesidades de la
investigacién biolégica y la regulacién juridica, basada
en normas elaboradas en un contexto histérico muy
diferente al actual. Video de la conferencia del Dr. de
Miguel Beriain: https://youtu.be/fIQEWEs3qoM

Nos gustaria destacar la implicacién de nuestro
alumnado de la asignatura Genética Humana del gra-
do en Bioquimica quienes no dudaron en participar en
la organizaciéon e incluso en la presentacién del acto:
Andrea Martin Merchante, Antonio Méndez Martin,
Juan Mufioz Fernandez, Javier Pichaco Garcia y San-
tiago Priego Cubero. Video de la presentacion del acto:
https://youtu.be/AOwrrbpxYK4
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EDICION GENICA CON CRISPR: DE LAS SALINAS DE SANTA PoLA
(ALICANTE) A LA LUCHA CONTRA EL CORONAVIRUS SARS-COV2 PASANDO
POR LOS PRIMEROS HUMANOS EDITADOS GENETICAMENTE.

por ENRIQUE VIGUERA MINGUEZ' Y MIGUEL ANGEL LOPEZ CARRASCO?
1 PROFESOR TITULAR DE GENETICA. UNIVERSIDAD DE MALAGA. VOCAL DE LA SEBBM.

2ESTUDIANTE GRADO EN BIOQUIMICA, ESPECIALIDAD BIOTECNOLOGIA, UNIVERSIDAD DE MALAGA.

EVIGUERAQUMA.ES

La técnica de edicién genética CRISPR-Cas esta suponiendo una auténtica revolucién cientifica. Su
utilizacién permite eliminar, adicionar, o reemplazar la informacién genética tanto en ensayos in vitro como
ex vivo e in vivo. La lista de posibilidades y aplicaciones en biologia, biotecnologia y biomedicina es muy
extensa: Inactivacion de un gen, sustitucién de una secuencia de DNA por otra, correccién de un cambio
especifico en el DNA responsable de la apariciéon de una determinada enfermedad, disefio de sistemas de
diagnéstico con una sensibilidad impensable hasta la fecha, posibilidad de editar no sélo el DNA sino
también el RNA, codificaciéon de mensajes ocultos en el genoma de una bacteria... El investigador Lluis
Montoliu, pionero en el uso de estas herramientas en Espana, nos dice en su libro «Editando genes: recorta,
pega y colorea» que «el limite de las aplicaciones derivadas de la edicién genética con las herramientas
CRISPR esté en la imaginacion de los investigadores». Desde el afio 2013 hasta ahora han aparecido casi
18.000 publicaciones cientificas que utilizan el sistema CRISPR y han surgido multiples variantes de edicién

genética basada en CRISPR, como los sistemas SHERLOCK, CARMEN, DETECTR y REPAIR.

Herramientas tradicionales de mo-
dificaciéon genética

La primera herramienta de modificacion genética
fue desarrollada en la década de los 80 del pasado
siglo por Mario Capecchi y Oliver Smithies (Premios
Nobel 2007) basandose en la recombinacién homélo-
ga, un sistema de reparacién del DNA por homologia
de secuencia que poseen las células, tanto eucariotas
como procariotas, aunque con maquinarias proteicas
diferentes. Este proceso, conservado a lo largo de la
evolucion, fue identificado en bacterias por el Premio
Nobel de 1958 Joshua Lederberg. Capecchi demostrd
en células de mamiferos que podria darse un inter-
cambio de material genético entre un fragmento de
DNA introducido de manera exdgena y los cromoso-
mas celulares por dicho mecanismo. De esta forma,
se abrid la puerta a la posibilidad de reparar genes
defectuosos mediante recombinacion homodloga con
el DNA introducido. Asi, si queremos corregir una
mutacion especifica en un gen de una célula, pode-
mos construir un vector (plasmido) que posea dicho
gen con el cambio génico deseado, mientras que el
resto de la secuencia permanece idéntica. De manera
estocastica, se producira algiin evento de recombi-
nacion entre dichas secuencias, editada y original,
introduciéndose el vector completo en el genoma y
obteniéndose asi la copia funcional del gen de interés.

Sin embargo, el principal problema de la recombi-
naciéon homologa de cara a ser utilizado como sistema

de modificaciéon genética es su bajisima eficiencia,
siendo efectivo en sélo uno entre cada millén de casos.
La eficiencia mas alta descrita en mamiferos es de
uno en diez mil casos!¥, lo cual sigue siendo inviable
como técnica.

Experimentos posteriores lograron aumentar la
frecuencia de recombinacién, desde 1076 a 1073, cuan-
do se inducia una rotura de doble hebra en la regién
del DNA que se pretendiera modificar mediante el uso
de una enzima de restriccién?*l. El problema doble
de esta técnica es que conlleva la fragmentaciéon del
genoma al existir secuencias diana, generalmente de
6 nucledtidos, en multiples localizaciones del mismo;
y que ofrece una menor especificidad para la edicién
deseada.

El descubrimiento de las meganucleasas, enzimas
de restriccion descubiertas en la levadura Saccharomy-
ces cerevisiae cuyas secuencias de reconocimiento
comprenden unos 20 nucledtidos!®!, permitié obtener
frecuencias de recombinacién mucho mas altas, del or-
den de 10~ L. Si bien la importante limitacién de esta
técnica es la baja probabilidad de que exista el sitio
de reconocimiento de la meganucleasa en la secuencia
diana, sirvié de base para el resto de herramientas
de edicion genética desarrolladas posteriormente.

Asi, en 2001 surgieron los primeros prototipos de
las nucleasas programables guiadas por dedos de zinc,
las Zinc-Finger Nucleases, ZFN[29 constituidas por
una enzima de restriccién bacteriana (Fokl) asociada
a dominios de dedos de zinc procedentes de facto-
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res de transcripcion, los cuales poseen capacidad de
unién al DNA. En 2011 se desarrollaron las herra-
mientas de edicién génica TALEN®), basadas en el
mismo principio que ZFN, al fusionar dominios de
factores de transcripcion de bacterias patogenas de
plantas a Fokl, disenandose especificamente frente a
ambas hebras anexas a la regién de corte. Poseian
las mismas caracteristicas que las ZFN, pero con
una estructura abierta, pudiendo asi disenarse en
laboratorio en una semana de trabajo.

Sistemas CRISPR-Cas

De manera paralela al desarrollo de estas técni-
cas surgié una nueva herramienta que revolucionaria
el mundo de la edicién génica: el sistema CRISPR-
Cas. Esta herramienta es todo un ejemplo de cémo
la investigacién béasica puede derivar en unas apli-
caciones insospechadas. El espanol Francis Mojica
publicé en el afio 20002Y) las pruebas experimen-
tales de la existencia de unas secuencias de DNA
repetidas compartidas en genomas de arqueas, bac-
terias y mitocondrias, que a la postre denominaria
secuencias CRISPR. Francis pensé que el hecho de
que estas secuencias estuvieran conservadas evoluti-
vamente entre las tres grandes ramas filogenéticas
indicaba que su origen era muy ancestral y debian
tener, por tanto, una funcién muy importante. Para-
lelamente, otro grupo [14] descubri6 la existencia de
unos genes adyacentes a las secuencias CRISPR que
denominaron genes Cas, que codifican proteinas con
actividad endonucleasa.

En el ano 2005, tras diez anos de trabajo y des-
pués de dos anos de rechazo en revistas cientificas
de gran prestigio, Mojica public6é en Journal of Mo-
lecular Evolution el articulo «Intervening sequences
of regularly spaced prokaryotic repeats derive from
foreign genetic elements», en el que incluyd la pro-
puesta de que este sistema CRISPR-Cas representaria
un sistema ancestral de inmunidad adquirida conser-
vado en bacterias y arqueas??. En él se describia
que las secuencias repetidas estan flanqueadas por
unas secuencias espaciadoras que tienen similitud
con secuencias de virus bacteriéfagos y plasmidos
conjugativos. Siempre nos maravillard la absoluta
genialidad de Francis Mojica al ser capaz de intuir en
la agrupacion de las secuencias repetidas la existen-
cia de un mecanismo de defensa a modo de sistema
inmune bacteriano.

Grupos de investigacion de todo el mundo vis-
lumbraron las posibilidades que implicaban estos des-
cubrimientos y comenzaron a aparecer publicaciones
que confirmaban que los elementos CRISPR y las
proteinas Cas confieren proteccion frente a virus en

diferentes bacterias, asi como la elucidacion del me-
canismo molecular y el silenciamiento del sistema
CRISPR-Cas en algunos grupos bacterianos. Publi-
caciones posteriores!>!%%%13] consiguieron elucidar
el funcionamiento del sistema de defensa bacteriano
basado en CRISPR. Asi, cuando un virus introduce
su material génico en la bacteria con el fin de infec-
tarla, si esta infeccién no es exitosa, se incorporan
fragmentos del genoma del virus (espaciadores) entre
las secuencias CRISPR por medio de un determinado
tipo de proteinas Cas, en un proceso denominado
Adaptacion. De esta forma, la bacteria queda «inmu-
nizada» frente a una nueva infeccién. Al transcribirse
la agrupaciéon CRISPR se produce un RNA precur-
sor (prectRNA), que es procesado dando lugar a
moléculas de RNA derivadas de CRISPR (crRNA).
Estas dltimas se unen individualmente, o junto a una
molécula de RNA denominada tractrRNA (segun la
variante del sistema CRISPR), a una proteina Cas
formando complejos efectores (etapa denominada Ez-
presion). Frente a un ataque de un virus similar, el
complejo efector se une por medio de la secuencia es-
paciadora a una secuencia complementaria del virus,
provocando que la proteina Cas, gracias a su activi-
dad endonucleasa, produzca la rotura del material
génico del virus y la consecuente inhibicién de la in-
feccién, en una etapa denominada Interferencia. Este
mecanismo en tres etapas, cuya dilucidacion ha sido
fruto del trabajo de muchos grupos de investigacién
internacionales, se detalla en la figura 1.

Las secuencias de DNA repetidas han sido uti-
lizadas desde hace tiempo como sistema de tipado
bacteriano. El primer firmante de este articulo, prof.
Enrique Viguera, estuvo trabajando durante su etapa
postdoctoral entre los anos 1997-2001 en el Labo-
ratoire de Génétique Microbienne (INRA, Francia)
y en su nuevo laboratorio en Malaga en el estudio
de las bases moleculares de la inestabilidad de las
secuencias de DNA repetidas. El bloqueo de la DNA
polimerasa durante la replicaciéon de estas secuencias
de DNA, capaces de adoptar determinadas estruc-
turas secundarias, causa el cambio en el niimero de
repeticiones por un mecanismo denominado error por
deslizamiento de hebra o replication slippage 2%, Las
secuencias repetidas del DNA tienen, por tanto, una
frecuencia de mutaciéon mucho mas alta que las se-
cuencias no repetidas. Este hecho permite usarlas
como marcadores para la identificacion de cepas bac-
terianas en estudio con tan sélo determinar el nimero
de unidades repetidas. Esta era la finalidad del grupo
del Dr. Gilles Vergnaud (Institut de Génétique et
Microbiologie, Université Paris-Sud), quien nos visi-
taba frecuentemente en busca de nuevas cepas para
caracterizarlas por la técnica de MLVA (Multi- Locus
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Variable Number Tandem Repeats Analysis) y con
quien tenfamos frecuentes seminarios en comun.

Infeccion

del espaciador
%/’E_\
|
23
%
it

Adquisicién

Biogénesis y procesamiento del crRNA
<«

Degradacion de la diana

Figura 1. Mecanismo del proceso de inmunizacién bac-
teriana tras el ataque de un virus utilizando en Sistema

CRISPR-Cas.

Como hemos dicho, Francis Mojica habia propues-
to en su articulo de 2005 antes citado que, cuando
se encuentran en una misma célula una secuencia
espaciadora del genoma de la bacteria y la secuencia
idéntica en el genoma del virus, el resultado es una
infeccién ineficaz??. La bacteria de alguna forma se
«vacunay tras haber adquirido los espaciadores a par-
tir de virus o plasmidos, impidiendo su propagacién.
Ese mismo afio el grupo del investigador Gilles Ver-
gnaud llegd a una conclusién similar al estudiar los
espaciadores aislados en cepas de Yersinia pestis!>!
y el grupo de investigacién en el que yo trabajaba, di-
rigido por uno de los investigadores mas inteligentes
que el primer firmante de este articulo ha conoci-
do, el Dr. S. Dusko Ehrlich, publicaba meses més
tarde, gracias a un potente analisis bioinformaético,
la identificacién del origen extracromosémico de las
secuencias espaciadoras de los elementos CRISPR .

El primer firmante de este articulo guarda con
carifio una libreta de laboratorio en la que, all4 por
el ano 2001, en un seminario de laboratorio entre el

grupo de Ehrlich, Vergnaud y un conferenciante invi-
tado, Gary Benson (Mount Sinai School of Medicine,
NY, EEUU) describen la existencia de secuencias
de DNA repetidas en E. coli que estaban flanquea-
das por secuencias de «naturaleza desconociday; al
menos desconocidas en aquel momento en el que las
bases de datos no tenian la riqueza que tendrian anos
mas tarde. Estas secuencias debian tener una funcién
biolégica importante, de lo contrario habrian sido eli-
minadas durante la evoluciéon por mutaciones del tipo
deslizamiento de hebra, anteriormente descritas, pero
en aquel momento ninguno de nosotros supo verlo.
Sélo dos afios mas tarde Francis Mojica fue capaz de
vislumbrar un mecanismo cuyas aplicaciones biotec-
nolégicas estan llamadas a revolucionar la Ciencia.
Aun asi, pasaron muchos afios desde su descubrimien-
to hasta que fue reconocido en Espana ;Habria sido
igual si sus resultados hubieran sido aceptados en
la revista Nature? En ocasiones nos dejamos guiar
demasiado por el indice de impacto de una revista y
no por la trascendencia del descubrimiento. El 11 de
enero de 2016 Francis Mojica impartia la conferencia
«Sistemas CRISPR-Cas, una revolucién biotecnol6-
gica con origen bacteriano» que organizamos en la
XIIT edicién de Encuentros con la Ciencia en Mala-
ga (https://youtu.be/GOK6FkfmHdQ), figura 2. Se
trataba de la primera conferencia divulgativa que im-
partia sobre el descubrimiento del sistema CRISPR
publicado en 2005... j11 afios més tarde! La sala de
Ambito Cultural de El Corte Inglés de Mslaga, sede
de las conferencias, estaba abarrotada de puiblico,
nadie se movia de sus asientos. Todos los asisten-
tes sentiamos que estabamos delante de algo grande,
figura 3.

Con el paso del tiempo, se han identificado dife-
rentes sistemas CRISPR, que se han agrupado en dos
clases!'%l. La Clase I, se encuentra conformada por
los tipos I, III y IV, donde existe un elevado nimero
de componentes; mientras que la clase II posee los
tipos II (Cas9), V (Casl2) y VI (Casl3), con un ni-
mero muy inferior de componentes. Es por ello que
se hace uso de esta ultima clase para la construccién
de herramientas de edicién génica, al permitir una
construcciéon mas sencilla.

El salto a las aplicaciones de CRISPR. en edicion
genética vino de la mano de las investigadoras Jen-
nifer Doudna y Emmanuelle Charpentier y por el
grupo de Virginijus Siksnys!'>!?l quienes paralela-
mente demostraron in vitro la posibilidad de utilizar
el sistema CRISPR para la edicién de genes. Un ano
mas tarde, el grupo de Feng Zhang y el de George
Church publicaban el éxito de estas técnicas en la
modificacion génica in vivo en células de ratén y
humanas("'%. Basta sintetizar una pequefia molécu-
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la de RNA, denominada RNA guia (sgRNA), que
contenga una region complementaria a la secuencia
diana que queremos editar (secuencia crRNA) junto
a la secuencia tracrRNA, y afnadir en el mismo vector
la secuencia codificante de la nucleasa Cas9 ligera-
mente modificada para producir una rotura de doble
hebra especifica en esta region. Una vez producido
el corte de la doble hebra se induce la reparacién
del dafio por parte de la célula, que puede darse por
dos vias: mediante unién de extremos no homélogos
(NHEJ), o bien via reparacién por recombinacién
homologa (HDR). Ambos mecanismos pueden utili-
zarse para la edicién génica. En el primero se induce
la inactivacion o modificacién de un gen concreto,
mientras que haciendo uso del segundo podemos in-
sertar en el genoma una secuencia de DNA especifica
o un cambio determinado (insercién, delecién, susti-
tucion, duplicacién, etc), al introducir una molécula
de DNA con la secuencia deseada que posea en sus
extremos complementariedad de secuencia con las
regiones que flanquean la zona de corte. Este proce-
dimiento permite modificar cualquier secuencia de
DNA de cualquier organismo, ya sea animal o planta,
lo que abria unas enormes expectativas en el campo
de la terapia génica.

7 ¥ encuentros

oo 1a aiencia

Xill Edicion
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Figura 2. Cartel anunciador de la XIII edicién de Encuen-
tros con la Ciencia con el motivo de la edicion CRISPR
como imagen principal.

Figura 3. El investigador Francis Mojica impartiendo

la conferencia «Sistemas CRISPR-Cas, una revolucién
biotecnolégica con origen bacteriano» en la XIII edicién
del ciclo Encuentros con la Ciencia.

Variantes de CRISPR

Gracias a la secuenciacion de genomas de bacte-
rias y arqueas se han descubierto mas de diez siste-
mas de defensa frente a fagos y pldsmidos analogos a
CRISPR con, posiblemente, muchas nuevas aplicacio-
nes todavia por descubrir. El sistema mas utilizado
actualmente corresponde a CRISPR-Cas9 (tipo II,
clase II), que realiza corte en doble hebra de DNA
gracias a su actividad endonucleasa. Esta actividad
es aportada por el dominio catalitico RuvC para
una de las hebras, mientras que la otra es cortada
por el dominio HNH. Ademés, para llevar a cabo
dicha actividad requiere la ayuda del tractRNA ante-
riormente citado. Mediante mutacién dirigida puede
inactivarse cualquiera de estos dominios de manera
independiente, obteniendo un corte de hebra simple.
Es la denominada Cas9 nickasa, o Cas9n['?.

Se han identificado también las proteinas Cpfl
(Casl2a, tipo V, clase II), cuya accién no requiere de
la presencia de un tracrRNA; asi como Casl3 (tipo
VI, clase II), que realiza el corte en RNA y no DNA.
Estas proteinas Cas alternativas han posibilitado el
desarrollo de técnicas como SHERLOCK, HOLMES
o DETECTR orientadas hacia el diagndstico genético
de moléculas de DNA y RNA con una sensibilidad
sin precedentes!7].

Precisamente el sistema SHERLOCK acaba de
ser puesto a punto por el laboratorio de Feng Zhang
para la deteccién del coronavirus SARS-CoV?2 causan-
te de la enfermedad COVID-19 con una sensibilidad
asombrosa, del orden de 10 copias del genoma por
microlitro de muestra (Zhang et al, 2020). Este sis-
tema se describe con detalle en este ntimero en el
articulo « CRISPR y coronavirusy, por el Dr. Lluis
Montoliu. Més recientemente se ha desarrollado un
nuevo método basado en el sistema SHERLOCK de-
nominado CARMEN (acrénimo de Combinatorial
Arrayed Reactions for Multiplezed Evaluation of Nu-
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cleic acids) que permite la deteccion del coronavirus
SARS-CoV2 en més de mil muestras clinicas o la
deteccion simultanea de cientos de especies de virus
en muestras clinicas (Ackerman et al. 2020).

Otra de las aplicaciones descritas para la proteina
Cas es determinar la posicién de una secuencia con-
creta en el nicleo celular mediante la utilizaciéon de
una variante de Cas9, dCas9 (dead Cas9), inactiva
cataliticamente, pero con capacidad de reconocer se-
cuencias especificas al haberle acoplado un reportero
como GFP; o mediante la fusién de esta con un efec-
tor para regular el control transcripcional de cierto
gen o la modulacién epigenética de una regién. La
versatilidad de combinaciones permite un sinfin de
aplicaciones 2.

Entre las tltimas herramientas que han surgido
relacionadas con los sistemas CRISPR encontramos
los editores de bases desarrollados por el equipo de
David Liu, consistentes en una proteina Cas9n fusio-
nada con un dominio citidin desaminasa o adenosin
desaminasa, convirtiendo al sistema CRISPR en una
herramienta que puede editar especificamente bases
en el DNA, ya que posibilita realizar los cuatro ti-
pos diferentes de transiciones (C—T, G—=A, A—»Gy
T—C) M.

El mismo equipo de David Liu consiguié dar una
nueva vuelta de tuerca con una nueva aplicacion: el
sistema Prime Editing (PE)[" que permitia realizar
las 12 posibles conversiones de bases (transiciones y
transversiones), ademéds de inserciones y deleciones
dirigidas por un RNA molde previamente disenado en
lugar de DNA, en un proceso en el que no se produce
rotura de doble hebra. Esta aplicacién conseguiria,
por tanto, corregir la gran mayoria de mutaciones
causantes de enfermedades congénitas.

Para ello, los investigadores disefiaron una protei-
na hibrida que contiene una fusién del dominio de la
transcriptasa reversa M-MLC RT a Cas9n, e hicieron
uso de un RNA denominado prime editing guide RNA
(peg-RNA) que posee diferentes regiones especificas:
una regién con la misma secuencia que la diana que
se pretenda editar y que, por lo tanto, permite dirigir
al sistema frente a la region del genoma deseada; una
region loop, que permite el anclaje del peg RNA a
Cas9n (scaffold, 72 nucle6tidos); una regién que sirve
como molde para M-MLC RT y que incluye la edi-
cién deseada (7-22 nucledtidos); y una regién que es
idéntica a una seccién de la hebra complementaria,
que sirve como cebador para la actividad M-MLC
RT (regién PBS, 5-6 nucledtidos, segun contenido
GC) y que, por tanto, permite realizar la sintesis de
la nueva cadena de DNA. Adicionalmente, se han
obtenido variantes mas eficientes del sistema Prime
Editing (PE2 y PE3) y tarde o temprano seguro que

se conseguird reproducir estos resultados in vivo.

En este trabajo los investigadores aseguran que
mediante esta metodologia Prime Editing podrian
corregirse hasta un 89 % de los més de 75.000 errores
genéticos que causan enfermedades en seres humanos,
aquellos producidos por transiciones, transversiones,
deleciones, duplicaciones, inserciones u otro tipo de
mutaciones. Sin embargo, hay que ser prudentes con
estas afirmaciones ya que, de momento, estos expe-
rimentos se han realizado en células en cultivo, con
diferente eficiencia dependiendo del tipo celular; asi
como no se ha profundizado en posibles efectos off-
target en regiones del genoma no estudiadas.

Las posibilidades en los campos de la biotecnolo-
gia animal y vegetal son enormes, pero aun es prema-
turo su traslado al paciente, dado que no es factible
una técnica que puede reparar un cambio, pero tam-
bién introducir mutaciones en sitios no deseados. Pa-
ralelamente, la rapidez a la que se estan produciendo
todos estos avances en edicion genética han hecho
saltar todas las alarmas. De ahi que plantedramos un
debate sobre los aspectos éticos en la edicién del ge-
noma humano auspiciado por la FEBS y la SEBBM.
i Qué es curar una enfermedad con base genética y
qué es una mejora genética? ;Debe limitarse el uso
de la tecnologia CRISPR a funciones terapéuticas?
;Donde estan los limites? Surgen cuestiones en las
que deben participar distintas disciplinas.

Dentro de todo este debate, el equipo del investi-
gador chino He Jiankui comunicé que habia usado la
tecnologia CRISPR para editar embriones humanos.
Su objetivo era obtener embriones con una mutaciéon
en el gen CCR5 que impidiera al virus VIH utilizar
este receptor para entrar en los linfocitos y de esta
forma, generar individuos que nunca desarrollaran
SIDA. Tras editar los embriones, los implanté y tuvo
lugar el nacimiento de tres ninas, dos de ellas gemelas
y llamadas Lulu y Nana. Los resultados obtenidos
indican que al menos las gemelas son mosaico, es
decir, no todas sus células fueron editadas y ademas
contienen mutaciones off-target en otras partes del
genoma, de consecuencias imprevisibles y que ten-
dran que ser monitorizadas durante toda su vida. A
finales de diciembre de 2019 He Jiankui y dos de
sus colaboradores, embriélogos, fueron condenados a
penas de carcel e inhabilitacién profesional. Su propo-
sito fue, posiblemente, tener el dudoso honor de ser
las primeras personas en editar genéticamente seres
humanos, aunque ello implicara saltarse todas las li-
neas rojas en un experimento que, en palabras del Dr.
Lluis Montoliu, es ilegal, imprudente, irresponsable
y éticamente inaceptable.
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Figura 4. Se muestran diferentes aplicaciones y modifica-
ciones del sistema CRISPR-Cas9. Arriba: pueden inacti-
varse la actividad endonucleasa de manera independiente
para cada dominio, consiguiendo la Nickasa HNH+ o la
Nickasa RuvC+. Abajo: puede dirigirse el corte de manera
independiente a posiciones distintas en las dos hebras de
DNA, lo que permite la formacién de extremos cohesivos
o bien puede fusionarse a otra proteina. Basado en!*?.
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EDICION GENETICA EN HUMANOS Y LA NECESARIA PREGUNTA POR LOS FINES
(GENETIC EDITING IN HUMANS AND THE NECESSARY QUESTION FOR THE PURPOSES
por ANTONIO DIEGUEZ LUCENA
DEPARTAMENTO DE FILOSOFiA, UNIVERSIDAD DE MALAGA

DIEGUEZQUMA.ES

Palabras clave: Edicion genética en humanos, CRISPR-cas9, transhumanismo, biomejoramiento humano Enviado: 11/11/2019
Keywords: Human Gene Editing, CRISPR-cas9, transhumanism, human bioenhancement Aceptado: 02/12/2019

La aplicacién de técnicas de edicién genética precisas, como CRISPR-cas9 y otras que puedan sucederle,
a la modificacion del genoma humano abre vias esperanzadoras para la curacién de diversas enfermedades,
pero también abre vias mas cuestionables para la mejora y potenciacién de rasgos que han poseido los seres
humanos desde sus origenes como especie, e incluso para la incorporacién de rasgos completamente nuevos.
Esta posibilidad de biomejoramiento humano deberia suscitar un debate publico acerca de los fines que
habrian de guiar su realizacion, si es que esta resulta posible de forma segura.

The application of precise gemetic editing techniques, such as CRISPR-cas9 and others that may be
discovered, to the modification of the human genome blazes a hopeful trail for the cure of various diseases,
but also pave a more questionable way to the improvement and enhancement of traits possessed by human
beings from their origins as a species, and even for the incorporation of completely new traits. This possibility
of human bioenhancement should provoke a public debate about the aims that would guide its realization, if

this realization is possible sometime in a safe way.

Si hace tan solo diez anos nos hubieran dicho
que una preocupacién central en el debate filos6fico-
cientifico iba a ser el de las posibilidades abiertas por
la edicién genética en seres humanos y sus limites mo-
rales y politico-sociales, muchos habriamos pensado
que el interlocutor prendia referirse a una situacion
futura no demasiado cercana en el tiempo, o que
estaba describiendo un escenario de ciencia ficcién.
No es que hace una década la manipulacién genética
de seres humanos no fuera concebible, claro que lo
era, pero pocos podian pensar de forma realista que
pudiera llevarse a la practica en un plazo previsible.
El descubrimiento de las tijeras genéticas de preci-
sién (y pegamento) que la técnica CRISPR-cas9 ha
puesto en nuestras manos ha cambiado el panorama
por completo, y de la noche a la manana, como quien
dice, ha puesto en nuestras manos una tecnologia
efectiva, realizable y al alcance de muchos investi-
gadores; e incluso se nos informa ya del desarrollo
de técnicas aiin mejores, mas eficientes, con menor
indice de errores. Esto, unido al despegue notable de
la biologia sintética, ha significado una aceleracion
en el panorama de las aplicaciones biotecnolégicas
que ya se consideran factibles, incluyendo su uso en
humanos.

Las promesas de la ingenieria genética «clasica»
han quedado incluso pequenas en comparacién con

las nuevas promesas. Algunos lideres cientificos im-
plicados directamente en estos avances, como George
Church, catedratico de genética en Harvard, sefia-
lan el objetivo de crear genes nuevos, sintetizados
artificialmente en el laboratorio, como medio para
prevenir enfermedades o para producir nuevos medi-
camentos. Ya fueron sintetizadas, de hecho, usando
la técnica CRISPR dos nuevas bases nucleotidicas
artificiales que han permanecido de forma estable en
E. coli tras ser insertadas en su genoma, e incluso
han sido capaces de dar lugar a una nueva proteina
parcialmente artificial'2]: un logro, por cierto, que
recibié mucha menos atencién publica de la que ha-
bria merecido. Los investigadores que lo llevaron a
cabo dejan muy claro en uno de sus articulos cual
era el objetivo dltimo de sus trabajos:

La meta central de la biologia sintética es crear
nuevas formas de vida y funciones, y la ruta mds
general para lograr esta meta es la creacion de or-
ganismos semi-sintéticos cuyo ADN albergue dos
letras adicionales que forman un tercer par de bases
no-natural. [...] El organismo semi-sintético codifica
al tiempo que recupera informacion creciente y debe
servir como una plataforma para la creacion de nue-
vas formas de vida y funciones.

Zhang vy colaboradores, 201713,
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Es digno de resaltarse que en un solo parrafo re-
pitan dos veces que de lo que se trata es de crear
nuevas formas de vidas y de funciones biolégicas. Y
para sorpresa de todos, a comienzos de 2019 salta-
ba la noticia, y esta vez con una difusién mucho
més amplia que la anterior, de la creaciéon de cuatro
nuevos nucledtidos sintéticos complementarios por
parte de Steven A. Benner, de la Foundation For
Applied Molecular Evolution de Florida, y su equi-
po. Estos cuatro nucleétidos sintéticos junto con los
cuatro tradicionales, pudieron formar lo que se de-
nominé «hachimoji DNA» (ocho letras, en japonés).
Los cuatro nuevos nucledtidos se designan como P, Z,
By S.I). Estos cientificos estan ya trabajando para
incorporar este ADN a una bacteria.

D. Antonio Diéguez Lucena

Asi pues, en principio, ya es posible crear genes
con capacidad para dotar a los seres vivos de fun-
ciones nuevas, y podemos especular con que en el
futuro podran dar lugar a funciones atn inimagina-
bles. Estos genes sintéticos, introducidos en nuestro
organismo, segiin Church y Regis!!), podrian cambiar
para siempre la naturaleza humana (si es que acepta-
mos esta expresién problematica), protegiéndonos de
enfermedades y dotando a nuestra especie de carac-
teristicas que jamds hubiera poseido; caracteristicas
que, en un escenario aun ficticio y quizas lejano, pero
no descartable por imposible, los padres elegirian
para su descendencia en una suerte de supermerca-
do genético, hasta llegar a alumbrar finalmente una
0 varias especies nuevas, poshumanas, cuando las
diferencias promovidas marcaran barreras reproduc-
tivas insalvables. Todo ello ha propiciado que tanto
la comunidad cientifica como los interesados en las
cuestiones filoséficas relacionadas con la biotecnolo-
gla se sitten ya ineludiblemente ante preguntas que

se venian demorando desde hace tiempo. Demora que
no era casual, porque las dificultades para dar a las
mismas una respuesta bien informada y capaz de des-
pertar el acuerdo son enormes. Es, en efecto, bastante
arduo despejar el camino para un debate sosegado
en un asunto tan enrevesado como este, en el que ni
la completa aceptacion de los hechos consumados ni
el rechazo radical de todo lo que haya de venir son
opciones asumibles. La primera por imprudente, la
segunda por poco realista.

La discusién, en efecto, ya ha comenzado. Los
hechos mismos se atropellan en los ltimos anos y
la hacen acuciante. En abril de 2015, un grupo de
investigadores chinos anuncié que habian utilizado la
técnica CRISPR para editar el genoma de un zigoto
humano triponuclear (con dos niicleos procedentes de
dos espermatozoides, ademas del nicleo procedente
del 6vulo). Era la primera vez que se aplicaba a la
edicién genética de embriones humanos. En agosto
de 2017, un equipo de cientificos, entre ellos algu-
nos espafoles, liderados por Shoukhrat Mitalipov,
de la Oregon Health and Science University, publi-
c6 un articulo en el que se mostraba cémo habian
conseguido reparar en embriones humanos un alelo
causante de una cardiopatia relativamente comun!*.
Al dia siguiente ya aparecian varios articulos en la
prensa diaria que se situaban entre los dos extremos
habituales en el debate: los que daban la bienvenida
entusiasmados a una nueva especie poshumana, sur-
gida gracias a la biotecnologia, y los que reclamaban
la prohibicién de cualquier manipulaciéon genética en
la linea germinal humana por miedo a las terribles
consecuencias que podria acarrear su realizacion. Sin
embargo, estos son justamente los términos en los
que, en mi opinién, no deberia plantearse la discusién.
Por desgracia, no es infrecuente en esta discusion el
recurso a posiciones maximalistas y moralizantes,
mas emocionales que racionales, que desatienden los
matices y son poco sensibles a la argumentacién y a
los datos '

La noticia, sin embargo, que dispar6 todas las
alarmas y que convencié a casi todos de que la dis-
cusién ética y filoséfica sobre la edicién genética en
seres humanos debia tomarse en serio se produjo en
noviembre de 2018. Un cientifico hasta entonces com-
pletamente desconocido de la South University of
Science and Technology of China, He Jiankui, afir-
maba en un video colgado en Youtube — no en una
publicacién cientifica — que él y su equipo habian lo-
grado llevar a buen término un embarazo de dos nifias

IPor eso, quizas un primer paso deseable para introducir claridad y rigor en este contexto podria consistir en marginar las

palabras o expresiones grandilocuentes, como «jugar a ser Dios» (jqué significa eso exactamente?), «retorno de las précticas
eugenésicasy, «violacién de la naturaleza humanay, etc., que tienden a polarizar el debate y a despertar sentimientos enconados,
pero no aportan claridad al anélisis.
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mellizas que habian sido genéticamente modificadas
para hacerlas inmunes al virus del sida, enfermedad
que padece el padre. Por razones perfectamente com-
prensibles, puesto que con este trabajo se saltaba
varias barreras éticas ampliamente asumidas en la
comunidad cientifica, ninguna revista especializada
lo ha publicado por el momento. La universidad en
la que se realizé la investigaciéon rapidamente se des-
vincul6 de ella, aduciendo que se habia realizado sin
los correspondientes permisos y controles éticos y
He Jiankui desaparecié de la circulacion, dejando
noticias confusas sobre una posible reclusiéon en la
propia universidad. La condena de este trabajo por
parte de los especialistas fue casi undnime. Aunque,
si bien muchos mostraron su sorpresa e indignacién
por la precipitacién que este trabajo implicaba, dado
el estado actual de los conocimientos, y la inmoral
desconsideracién que manifestaba acerca del futuro
de las nifas genéticamente manipuladas, fue evidente
también en los comentarios publicados que no po-
cos daban por sentado que llegaria el dia en que
ese tipo de manipulaciones genéticas se harian con
la seguridad y legitimidad suficientes, y que, por lo
tanto, habria en el futuro seres humanos editados
genéticamente con el fin de introducir mejoras en
sus cualidades fenotipicas. Como senalaba Benjamin
Hurlbut en la revista Nature, resumiendo bien esta
idea, lo problematico para muchos cientificos no era
lo que He Jiankui habia hecho, sino cémo lo habia
hecho (9.

Como en todo desarrollo tecnoldgico suficiente-
mente sofisticado, es imposible predecir todas las
consecuencias, positivas y negativas, que tendran en
el futuro las técnicas de edicién genética aplicadas al
ser humano. Una de las consecuencias positivas que
si son previsibles esta en la mente de todos: con ellas
podremos eliminar del genoma de nuestra especie
diversos alelos que dan lugar a enfermedades genéti-
cas graves. Las terapias génicas estdn empezando a
dar resultados apreciables, aunque su coste sea aun
desorbitado para el ciudadano medio, pero es muy
probable que estos costes bajen y que su efectividad
y su uso sean cada vez mayores. Estas terapias, al
no afectar a la linea germinal, no despiertan recelos
éticos mientras sean correctamente aplicadas. Con to-
da seguridad habra otros muchos efectos beneficiosos.
Las posibles consecuencias negativas, sin embargo,
son mas dificiles de determinar, porque para acep-
tarlas como riesgos verosimiles habria que asumir en
muchos casos unas capacidades de transformacion
por parte de estas tecnologias que, por ahora, son solo
meras expectativas de las que no tenemos garantias
suficientes de realizacion.

No obstante, algo podemos decir ya al respecto.

En la actualidad, se estan poniendo a punto modelos
estadisticos basados en andlisis masivos previos de
informacién genética y estado de salud de centenares
de miles de personas que podrian predecir con un
alto grado de probabilidad, a partir del genoma de
un embridn, la estatura, el color de la piel, la posibi-
lidad de padecer diabetes o esquizofrenia, o el grado
de inteligencia que tendra el individuo adulto, por
citar solo algunos rasgos. Y a nadie se le escapa que
estas diferencias probabilisticas podrian determinar
en un futuro no muy lejano la distancia entre nacer o
permanecer en un congelador como una agrupacion
de células antes de ser finalmente destruido!!.

La posibilidad de curar enfermedades causadas
por mutaciones genéticas puntuales o que afecten a
un solo alelo (y hay més de 10000 enfermedades o
desordenes monogenéticos), corrigiendo el alelo mu-
tante en las células somaticas del individuo que la
padece, estd siendo puesta en practica en diversos
lugares del mundo. A medida que su éxito se afiance,
serd inevitable plantearse si no podria intervenirse
también en la linea celular germinal, de modo que
los descendientes de los individuos afectados no he-
reden la mutacién causante de la enfermedad. Esto
implicaria levantar la prohibicién que ahora existe
en muchos paises, incluidos los de la Uniéon Europea,
de tocar dicha linea germinal. Ahora bien, una vez
levantada esa prohibiciéon y mejorada la eficiencia y
seguridad de las técnicas de ediciéon genética, existi-
ria la inevitable tentacién de aplicarlas no solo a la
curacién de enfermedades, sino también a la eleccién
de cualidades que mejoraran los rasgos de nuestros
descendientes. Y cuando comience el biomejoramien-
to humano, ;quién se resistird? y ;dénde estaran los
limites?

Existe un temor bastante generalizado a que se
abra asi la puerta a la creacion de bebés de dise-
fio, poseedores de los rasgos que sus padres hayan
querido seleccionar expresamente para ellos (aunque,
en realidad, esta posibilidad estd ya en cierto modo
en nuestras manos — de una forma muy limitada y
siempre con fines terapéuticos — en el caso del Diag-
nostico Genético Preimplantacional (DGP)). Algunos
temen la apertura de un supermercado genético y
la puesta en marcha de una «eugenesia liberal» que
proporcionaran una libertad mucho méas amplia a los
padres para que decidan sobre los rasgos fenotipicos
de su descendencia, de modo que no solo puedan
evitar la aparicién de defectos fisicos o de enfermeda-
des, sino también potenciar las caracteristicas de esos
descendientes, e incluso introducir otras nuevas. Sus
defensores consideran que a esta eugenesia liberal no
podrian endosarsele las mismas criticas que se han
formulado numerosas veces en la literatura bioética
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contra la eugenesia tradicional. La diferencia decisi-
va — segun ellos — estaria en que en esta ultima la
eleccién de rasgos venia dictada por ideales raciales
impuestos por los gobiernos, ya fueran dictatoriales
(como bajo el nazismo) o democréticos (como en EE.
UU. o en algunos paises del norte de Europa), cosa
que no ocurriria con la eugenesia liberal. Con la euge-
nesia liberal, los padres elegirian segtin sus intereses
y deseos, sin estar sujetos a presiones o imposiciones
gubernamentales, o pudiendo esquivarlas al menos.
Esta eugenesia estaria basada, por tanto, en la libre
eleccién de los individuos y no en las decisiones de
quienes detentan el poder acerca de quién merece o
no nacer. Los rasgos predominantes serian el resul-
tado de la combinacién de muchas decisiones libres
individuales, lo que podria fomentar la diversidad
fenotipica y genotipica, en el caso ideal de que esta li-
bertad fuera real y no estuviera sometida a presiones
sociales. Para los criticos, no esta claro, sin embar-
go, que la eugenesia liberal pueda evitar algunos de
los problemas morales de los que adolecia la vieja
eugenesia, puesto que sigue implicando decisiones
delicadas acerca de quién debe nacer y quién no, y
esas decisiones no suelen ser inocuas en sus efectos
politicos y sociales. Ciertas transformaciones, como
la posesion de una inteligencia muy superior a la nor-
mal, afectarian a la vida de otros individuos, por lo
que parece logico que la sociedad tenga algo que decir
al respecto. Por no mencionar el hecho de que estas
técnicas podrian ser también utilizadas por gobiernos
totalitarios para imponer sus ideales raciales, como
intentaron en el pasado!?.

Con todo, no es aventurado pensar que muchas
personas, entre aquellas que pudieran permitirse el
coste econémico de todo el proceso, estarian dispues-
tas a potenciar en sus hijos determinados rasgos que
les proporcionarian mayor bienestar y ventaja com-
parativa, como la inteligencia, la altura, la resistencia
a ciertas enfermedades, el metabolismo, la fortaleza
fisica o la fortaleza mental. Cabe la posibilidad de
que algunos de estos rasgos, que dependen de muchos
genes, no puedan ser controlados por completo, pero
los modelos estadisticos que menciondbamos antes
pueden senalar con alta probabilidad los genes que
habria que modificar para conseguir de forma signi-
ficativa esa potenciacién. En este sentido, no seria
necesario que se diera un determinismo genético fuer-
te para considerar que la edicién genética de estos
rasgos pueda alcanzar un grado de efectividad muy
notable. Una empresa ya comercializa por Internet,
por menos de doscientos euros, una prueba genética
para hacer en casa que permite predecir con bas-
tante acierto qué estatura tendran los hijos de una
pareja[“].

En la medida en que esta posibilidad se abriera,
estariamos ante la creacién de una casta genéticamen-
te mejorada basada en su previa ventaja econdémica.
Es decir, una desigualdad social podria verse transfor-
mada en una desigualdad biolégica, y de este modo
quedaria perpetuada y peligrosamente agravada. Si,
por el contrario, debido al abaratamiento de costes
o a medidas redistributivas, fueran muchas las pa-
rejas que pudieran acceder a la aplicacién de estas
tecnologias, estariamos modificando de forma signi-
ficativa el acervo genético de la humanidad, y por
tanto, tomando decisiones quizas irreversibles y poco
atinadas acerca de la evolucion de nuestra especie.
Esta posibilidad extrema ha sido saludada con ale-
gria por los partidarios de un movimiento filoséfico
y cultural conocido como «transhumanismo». Los
transhumanistas anhelan el mejoramiento humano
a través de la tecnologia, y creen que, cuando todo
esta tecnologia esté disponible, deberia permitirse su
uso irrestricto.

Para evitar estos escenarios distépicos, los mas
precavidos suelen aducir que, mientras que el uso
terapéutico de las técnicas de edicién genética seria
en principio legitimo, no lo seria en cambio su uso
meliorativo, es decir, su uso potenciador. No obstante,
cabe preguntarse si resulta muy realista e incluso éti-
camente justificable la pretensién de una prohibicién
total de cualquier tipo de mejora. Algunas mejoras
serian aparentemente deseables y poco problematicas,
como las que procuraran un alivio a las dolencias de
la vejez, y no se ve ninguna razon clara por la que
debieran prohibirse si no tuvieran efectos secundarios
perjudiciales. Y, por otro lado, la distincién entre
lo terapéutico y lo meliorativo es mas borrosa de lo
que se cree habitualmente y no establece una barrera
moral absolutal*].

FEn mi opinién, no deberia asustarnos la realiza-
cién de ciertos cambios, incluso de cambios signifi-
cativos, en las caracteristicas de nuestra especie, lo
cual implica la modificacién genética en la linea ger-
minal. El ser humano, como ya senalé Ortega, ha
sido siempre un ser técnico. Lleva mucho tiempo,
desde su origen mismo como especie, construyéndo-
se a si mismo mediante la tecnologia. El problema
no estd en querer procurarnos cambios que mejoren
nuestra condicién, sino en saber elegirlos bien y en
hacerlos de forma segura, si es que eso es posible
alguna vez. Es decir, el problema estd en los fines
que deseamos alcanzar con ellos y en la fiabilidad de
los medios. Como también ensefié6 Ortega, el mayor
desafio que presenta la moderna tecnologia reside
en la ofuscaciéon que induce en lo concerniente a la
eleccion de los fines: con la hipertrofia de la técnica
el ser humano ya no sabe bien qué desear. Una de
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las promesas que maés se repiten en relaciéon con el
biomejoramiento humano es la del alargamiento inde-
finido la vida, hasta el punto de que podamos alguna
vez considerarnos como potencialmente inmortales,
exceptuando los casos en que se den accidentes o el
individuo decida suicidarse. Quizds muy pocas perso-
nas rechazarfan la posibilidad de alargar algo su vida,
incluso de extenderla en un plazo muy largo, pero
elegir la «inmortalidad» no parece que sea algo que
deba hacerse a la ligera. Exigiria una previa reconsi-
deracién del sentido de esa decisién y una detenida
reflexién acerca de en qué consiste tener una vida
buena. Porque cabe la posibilidad de que acabemos
teniendo una vida interminable pero indigna de ser
vivida.

Finalmente, no puede ni debe obviarse la conside-
racién de los danos moralmente censurables que pue-
dan producirse en la aplicacion de estas tecnologias.
Estos danos pueden afectar a individuos concretos —
como podria suceder si unos padres buscaran explici-
tamente unos rasgos objetivamente perjudiciales para
alguno de sus hijos —, pero pueden tener también
un caracter social — como los que resultarian de
una preferencia colectiva por un fenotipo racialmente
definido, en detrimento de otros fenotipos més ha-
bituales en razas tradicionalmente marginadas, que
podrian incluso desaparecer a largo plazo, o los que
resultarian de un alargamiento generalizado de la
duracién de la vida, lo que impediria el nacimiento
de nuevos seres humanos.

El genetista y filésofo de la Universidad de Va-
lencia Andrés Moya ha distinguido en algunas de sus
publicaciones entre la ciencia faustica y la ciencia
prometeical'”l. La primera busca avanzar a toda cos-
ta, obtener productos, resultados, sin preocuparse
por los fundamentos ni por los problemas colaterales
que se suscitan en la préactica. Desde esta perspectiva,
lo que importa es transformar la naturaleza segin
nuestros deseos, pues como Goethe le hace decir a
Fausto, revirtiendo el comienzo del evangelio de San
Juan, «en el principio era la acciéony, y la accién se
justifica a si misma por su éxito practico. La segunda
se detiene en los fundamentos, en los «porquésy» y
los «para qué», y busca la comprension antes de la
accion. El desarrollo de las técnicas de edicién ge-
nética y su previsible aplicaciéon en seres humanos
hard que la ciencia prometeica sea més necesaria que
nunca y quizas sirva de contrapeso al empeno de algu-
nos en promover la ciencia faustica. Pero esa ciencia
prometeica no serd posible sin una gestion publica
democratica adecuada de la propia investigaciéon cien-
tifica, como vienen reclamando algunos filésofos de
la ciencia desde hace tiempo (véase, por ejemplo, ]
y[g]). Mejor de lo que yo lo pueda expresar lo ha
escrito ya Benjamin Hurlbut en el articulo de Nature

arriba mencionado, y no me resisto a terminar éste
con sus palabras:

El futuro debe trazarse sobre diversas tradiciones
de pensamiento — en el derecho, la teoria politica,
las humanidades, las artes y la religion
mo sobre la riqueza de la experiencia humana. Sin
embargo, algunos lideres cientificos estan buscando
desvincularse [de la sociedad] y autorregularse, in-
vocando de nuevo como precedente la Conferencia
de Asilomar en 1975 sobre el ADN recombinante.
FEsto no es buena historia ni es buena gobernanza.
En Asilomar, los cientificos resolvieron un asunto
de interés piublico sin participacion publica. Como
senalo el senador de los Estados Unidos Edward
Kennedy: «Estin haciendo politica publica. Y la es-
tan haciendo en privadoy. Esto permitié prosegquir a
la investigacion, pero al precio de la confianza publica.

—, ast co-

Hurlbut, 2019.
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CRISPR y coronavirus

Dr. Lluis Montoliu.
Articulo publicado en el blog NAUKAS el 3 de abril de 2020

vt R

s Que pueden aportar las herramientas de edicion genética CRISPR en la investigacion para detectar y derrotar al coronavirus

SARS-CoV-2 causante de la COVID-19? Fotografia: Lluis Montoliu

Los que me hayais escuchado alguna vez impar-
tiendo una charla sobre CRISPR, o hayais leido mi
libro «Editando genes: recorta, pega y colorea. Las
maravillosas herramientas CRISPR» (NextDoor Pu-
blishers, 2019) ya sabréis que una de las frases que
mas repito yo es: «la imaginacion es el limite de
las aplicaciones CRISPR». Por eso no nos deberia
sorprender que el universo CRISPR también tenga
algo que decir en la crisis actual sanitaria mundial
causada por el coronavirus SARS-CoV-2, causante
de la COVID-19. En este articulo explicaré los dos
grandes grupos de aplicaciones CRISPR para DIAG-
NOSTICAR y para COMBATIR el coronavirus.

Diagnéstico del coronavirus
diante CRISPR

me-

La primera «aplicacién» CRISPR para el
nuevo coronavirus vino de la mano del laboratorio
de Feng Zhang (BROAD-MIT, Boston, MS, USA),
el inventor de la técnica de diagndstico mediante
CRISPR llamada SHERLOCK (nombre con evidente
gancho y doble sentido, que es un acrénimo de las
palabras en inglés Specific High-sensitivity Enzymatic
Reporter unLOCKing), y que su laboratorio descri-
bié en 2017. El diagnéstico mediante CRISPR y la
técnica SHERLOCK esta ilustrado en la figura que
encabeza este articulo. Esencialmente el protocolo
se basa en una nueva proteina efectora Cas, que ya
no es Cas9 sino que es Casl3a, de otra bacteria. La

Casl13a tiene la capacidad de cortar ARN (y no ADN,
como Cas9), y de activarse gracias a una pequena
guia de ARN especifica que sea complementaria al
ARN que se quiere cortar y degradar. El grupo de
Feng Zhang encontr6 que al activarse in vitro (en el
laboratorio) esta RNAsa (nucleasa que degrada el
ARN) esta parecia volverse loca y acababa cortando
y degradando no solamente el ARN complementario
diana sino todos los ARN que hubiera en el ensayo'.
Este hallazgo, que hubiera sido interpretado como un
gran fiasco por la mayoria de investigadores, desperté
la perspicacia y el talento de Feng Zhang, y acabd
convirtiendo un resultado negativo inesperado en una
nueva aplicacion para diagnosticar la presencia de
moléculas de ADN (y ARN) presentes en infimas
cantidades en una muestra®.

La idea magistral que se oculta tras SHER-
LOCLK es la adicién de unas pequenas molé-
culas de ARN (de color morado en la ilustracién
de cabecera) que tienen en uno de sus extremos una
moléculas fluorescente (F) y en el otro extremo una
molécula inhibidora de esa fluorescencia (N). Cuando
las dos moléculas F y N estdn juntas no se emite
fluorescencia. Tras activarse el corte del ARN dia-
na por parte de la proteina Casl3a, gracias a una
guia especifica de ARN, complementaria al ARN a
detectar, la Casl3a no solo corta ese ARN sino todos
los presentes en la mezcla, incluyendo las pequenas
moléculas de ARN de color morado. Estas, al par-
tirse, liberaran las moléculas F y N por separado vy,

1J.S. Gootenberg y otros. Nucleic acid detection with CRISPR-Casl13a/C2c2. Science, 356(6336):438-442, 2017. doi:

10.1126/science.aam9321

2M. J. Kellner y otros. SHERLOCK: nucleic acid detection with CRISPR nucleases. Nature protocols, 14, 2986-3012, 2019.
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entonces, la molécula F podra brillar y mostrar su
fluorescencia, siendo posible detectar este brillo de
luz mediante detectores luminicos especificos. Dado
que la fluorescencia no aparece hasta que se inicie
la degradacién de los ARN y, dado que esta degra-
dacién no se inicia si no es en presencia del ARN
complementario a la guia ARN especifica, el siste-
ma SHERLOCK representa un método muy
especifico y sensible (se estima su sensibilidad en
el orden de attomolar, esto es detecta una molécula
de ARN que esté diluida hasta una concentracién de
10718 molar) para detectar un ADN (que debe ser
convertido primero a ARN mediante una transcrip-
cién in vitro) o un ARN (que no necesita ese primer
paso y puede aplicarse directamente).
Efectivamente, a principios de este afio, y tras co-
nocerse la secuencia del genoma ARN del coronavirus
SARS-CoV-2, causante de la COVID-19, el labora-
torio de Feng Zhang hizo ptblico un protocolo
de deteccion del coronavirus mediante SHER-

ARN

LOCK y compartio el protocolo y los detalles técni-
cos para llevarlo a cabo en una publicacion abierta a
todo el mundo. El protocolo es relativamente sencillo
(si se tienen todos los reactivos, facilmente obtenibles
desde Addgene y otros proveedores) y puede com-
pletarse en apenas 1 hora. La sensibilidad del
método permite detectar hasta 10-100 molécu-
las del genoma del coronavirus por microlitro
( 20-200 aM) Como ellos mismos indican en su proto-
colo de deteccién, este no estd todavia homologado ni
autorizado para aplicarlo en el diagnéstico clinico del
coronavirus (algo que tendra que aprobar eventual-
mente la FDA, tras realizar las revisiones y analisis
correspondientes), pero si puede usarse de forma ex-
perimental, en los laboratorios. La empresa creada
por Zhang «Sherlock Biosciences» esté desarrollando
el kit de deteccién y esperando poder aplicar esta
tecnologia para realizar diagndsticos masivos del co-
ronavirus SARS-CoV-2 mediante SHERLOCK.
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Esquema que ilustra el protocolo de diagnéstico de ADN mediante CRISPR-Cas13a, disefiado por el equipo de Feng
Zhang (BROAD-MIT, EE UU) y denominado SHERLOCK. El mismo protocolo puede aplicarse para detectar ARN
(p-e. el genoma del coronavirus SARS-CoV-2) simplemente saltdndose el primer paso. Esquema realizado por Llufs
Montoliu. Esta figura aparece ilustrando uno de los capitulos del libro «Editando genes: recorta, pega y colorea. Las
maravillosas herramientas CRISPR», Lluis Montoliu, NextDoor Publishers 2019.


https://www.broadinstitute.org/files/publications/special/COVID-19%20detection%20(updated).pdf
https://www.broadinstitute.org/files/publications/special/COVID-19%20detection%20(updated).pdf
https://sherlock.bio/
https://montoliu.naukas.com/2017/04/30/sherlock-como-utilizar-las-herramientras-crispr-en-diagnostico/
https://montoliu.naukas.com/2019/02/19/editando-genes-recorta-pega-y-colorea/
https://montoliu.naukas.com/2019/02/19/editando-genes-recorta-pega-y-colorea/
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Tras el sistema SHERLOCK aparecieron dos métodos mejorados de diagnostico genético mediante CRISPR, desarro-
llados por los laboratorios de Feng Zhang (SHERLOCKv2) y Jennifer Doudna (DETECTR), como expliqué en una

entrada previa de este blog.

A principios de 2018, el laboratorio de Jennifer Doud-
na (UC Berkeley, CA, USA), una de las pioneras de la
revolucién CRISPR y sus aplicaciones en edicion gené-
tica, desarrollé un test de diagnostico genético CRISPR
andlogo a SHERLOCK pero basado en otra proteina Cas
con propiedades similares a Casl3a. En este caso se tra-
taba de la proteina Casl2a y al método resultante lo
bautizaron como DETECTR (nombre también con doble
sentido y cuidadosamente elegido, que es un acrénimo
de las palabras en inglés DNA Endonuclease TargEted
CRISPR Trans Reporter). En paralelo, el laboratorio de
Feng Zhang respondié combinando hasta cuatro protei-
nas Cas con actividades RNAsa (Cas13b de dos bacterias
distintas, Casl3a y Casl2a) para detectar hasta cuatro
moléculas de ADN (o ARN) distintas, en un desarrollo
tecnologico que llamé naturalmente como SHERLOCKv2.
En una entrada anterior de este blog comparé y expli-
qué en detalle los dos sistemas de diagnéstico basados en
CRISPR: DETECTR y SHERLOCK.

Naturalmente el sistema DETECTR también puede
aplicarse para detectar el coronavirus SARS-CoV-2. Han
aparecido publicaciones que usan la proteina Casl2a para

diagnosticar la presencia del coronavirus de forma rapida,
sencilla y asequible. Alguno de estos métodos que usan
la proteina Casl2a es capaz de detectar el virus HIV,
causante del SIDA] y el coronavirus SARS-CoV-2, simul-
taneamente. La empresa fundada por Jennifer Doudna,
Mammoth Biosciences, de igual forma que Sherlock Bios-
ciences, también estd desarrollando sistemas de deteccion
del coronavirus basados en la tecnologia DETECTR, que
anuncian que pueden ser todavia més rapidos (20 minutos),
simples y programables.

De cualquier manera, estos métodos innovadores de
diagndstico de la presencia del genoma ARN del coronavi-
rus mediante SHERLOCK o DETECTR representan la
punta de lanza biotecnoldgica de los diagnésticos genéticos
basados en CRISPR, y seguramente seran la respuesta
que necesitamos para poder detectar este virus de forma
masiva, rapida y sencilla. Por el momento, en un listado en
el que aparecen la mayoria de test de diagndstico de SARS-
CoV-2 comerciales o en desarrollo solo se menciona un
kit de diagnéstico, en desarrollo, basado en la tecnologia

CRISPR.


https://montoliu.naukas.com/2018/02/15/las-sorprendentes-crispr-y-sus-aplicaciones-en-diagnostico/
https://montoliu.naukas.com/2018/02/15/las-sorprendentes-crispr-y-sus-aplicaciones-en-diagnostico/
https://doudnalab.org/
https://doudnalab.org/
https://science.sciencemag.org/content/360/6387/436
https://science.sciencemag.org/content/360/6387/436
https://science.sciencemag.org/content/360/6387/439
https://montoliu.naukas.com/2018/02/15/las-sorprendentes-crispr-y-sus-aplicaciones-en-diagnostico/
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.02.29.971127v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.02.29.971127v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.02.29.971127v1
https://mammoth.bio/diagnostics/
https://www.nature.com/articles/d41587-020-00010-2
https://www.nature.com/articles/d41587-020-00010-2
https://www.nature.com/articles/d41587-020-00010-2
https://en.mgitech.cn/
https://en.mgitech.cn/
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CRISPR 2.0

Normalmente las herramientas CRISPR de edicién genética son capaces de editar ADN. Esta es su aplicacién més
comun y se la conoce con el nombre de aplicaciones CRISPR 1.0. Sin embargo algunas variantes de las herramientas
CRISPR pueden también editar ARN, y son conocidas como las aplicaciones CRISPR, 2.0. La figura representa un
ejemplo de cada tipo. Esquema realizado por Lluis Montoliu. Esta figura aparece ilustrando uno de los capitulos del
libro «Editando genes: recorta, pega v colorea. Las maravillosas herramientas CRISPR», Lluis Montoliu, NextDoor

Publishers 2019.

Combatir al coronavirus mediante

CRISPR

Generalmente todos tenemos en mente que las herra-
mientas CRISPR son capaces de editar cualquier secuencia
de ADN. Y esto es cierto. Las variantes mas comunmente
utilizadas (CRISPR-Cas9) cortan y promueven la edicién
de ADN. Son las llamadas herramientas CRISPR 1.0.
Adicionalmente, como he explicado en el apartado an-
terior, existen diversas proteinas Cas con capacidad de
cortar ARN de forma especifica. Algunas de ellas, como la
Cas13b, han sido modificadas en el laboratorio, eliminan-
do su capacidad de corte y combinandolas con actividades
desaminasas que son capaces de cambiar directamente,
quimicamente, algin ribonucledtido especifico (alguna le-
tra concreta del ARN, la A por la G, o la C por la U),
permitiendo la edicion directa del ARN, lo que se ha veni-
do a llamar las herramientas de ediciéon CRISPR 2.0, como
estan ilustradas en la figura anterior. Estas herramientas
(de las que existen diversas modalidades ya disponibles)
podrian usarse, por ejemplo, para alterar la secuencia
del genoma ARN del coronavirus SARS-CoV-2 mutando
aquellos genes que le confieren la virulencia y, por ello,
convirtiéndose en herramientas CRISPR para combatir la
infeccién del coronavirus.

Sin embargo, una forma todavia mas efectiva de com-

batir al coronavirus SARS-CoV-2 mediante CRISPR es
precisamente usando la capacidad que tienen algunas de
estas proteinas Casl3 para cortar, degradar y destruir
moléculas de ARN especificas. En particular usando la
proteina Cas13d, con actividad RNAsa especifica, guiada
por una pequena molécula de RNA.

En febrero de este ano aparecié publicado en la revis-
ta Cell Research un articulo, lanzado desde la Facultad
de Medicina de Harvard, en EE.UU., que postulaba un
diseno terapéutico basado en Cas13d para combatir
el coronavirus mediante CRISPR. Los autores de la
propuesta habian localizado multiples dianas para usar
como complementarias a las guias ARN de la proteina
Casl3d en el genoma del coronavirus SARS-CoV-2. Su
propuesta incluia introducir dentro de particulas virales
AAV (virus adeno-asociados, muy utilizados en terapia
génica) el gen que codifica la proteina Cas13d y un bloque
de expresiéon de tres guias de ARN que usaria la Cas13d
para cortar el genoma del coronavirus. E1 AAV recombi-
nante resultante podria administrarse por via aérea, para
que llegaré facilmente a los pulmones, entrara en las cé-
lulas cargadas de coronavirus y los destruyera. En teorfa.
Ahora falta demostrar en la practica toda esta pro-
puesta, de momento lanzada como una propuesta
interesante, innovadora, pero tedrica, todavia en
desarrollo.


https://montoliu.naukas.com/2019/02/19/editando-genes-recorta-pega-y-colorea/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27256883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27256883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29070703
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29070703
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29070703
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29070703
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31296651
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29070703
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31296651
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28976959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28976959
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(18)30207-1
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(18)30207-1
https://www.nature.com/articles/s41422-020-0290-0
https://www.nature.com/articles/s41422-020-0290-0
https://montoliu.naukas.com/2019/10/27/seleccion-antinatural-los-retos-y-promesas-de-la-edicion-genetica-y-otros-avances-cientificos-llegan-al-gran-publico/
https://montoliu.naukas.com/2019/10/27/seleccion-antinatural-los-retos-y-promesas-de-la-edicion-genetica-y-otros-avances-cientificos-llegan-al-gran-publico/
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Uso de la proteina CRISPR-Cas13d incluida dentro de AAV, junto a guias de ARN especificas, para combatir el genoma
ARN del coronavirus SARS-CoV-2 rompiendo la molécula de ARN del virus en diferentes partes y promoviendo con
ello su degradacién. Figura modificada de la publicacién Nguyen et al. Cell Research (2020).

Otro estudio, este si ya completado experimentalmen-
te, desarrollado en la costa oeste de EE.UU., en la Univer-
sidad de Stanford, acaba de ser depositado en el servidor
de pre-prints bioRziv, el pasado 14 de marzo de 2020,
y en él los investigadores también usan la estrategia
de Casl13d para combatir a diferentes virus RNA.
En este trabajo los autores prepararon una linea de célu-
las humanas epiteliales de pulmén a las que previamente
transformaron con una construcciéon génica para que pro-
dujeran constantemente proteina Casl3d y un marcador
fluorescente. Posteriormente estas células las transfectaban
con nuevas construcciones capaces de producir las guias
RNA que necesita la proteina Casl3d para cortar el ARN
en posiciones especificas y exponian las células o bien a
construcciones que simulan la infeccién con el coronavirus
SARS-CoV-2 o a virus de la gripe (IAV), que también
tiene moléculas de ARN en su genoma. En ambos casos
tuvieron éxito, consiguiendo una degradacién de las
secuencias del ARN del SARS-CoV-2 y una inhi-
bicién en la replicacién del virus de la gripe. Los
autores bautizaron su método con el no menos ingenioso
nombre de PAC-MAN (acrénimo de las palabras en inglés
Prophylactic Antiviral CRISPR in huMAN cells). Los au-
tores realizaron un analisis comparativo de los genomas
de todos los coronavirus humanos conocidos y llegaron
a encontrar seis moléculas de ARN que pueden actuar

como guia para la proteina Casl13d, capaces de aparearse
con secuencias comunes a todos los coronavirus conocidos
que nos infectan a los seres humanos, lo cual, de poder
verificarse, representaria una arma antiviral profilac-
tica y terapéutica extraordinariamente vesatil y
poderosa, basada en herramientas CRISPR. Aun-
que sabemos poco de las nuevas versiones CRISPR, de
estas proteinas Cas13d, ya sabemos que pueden fun-
cionar también bien in wvivo, en animales. Miguel
Angel Moreno Mateos, investigador Ramén y Cajal de la
Universidad Pablo de Olavide, en el Centro Andaluz de
Biologia del Desarrollo (CABD) en Sevilla, ha demostrado,
en un estudio reciente, depositado en bioRxiv el 14 de
enero de 2020, que este sistema CRISPR-Cas13d funciona
para reducir la expresién de genes especificos en embriones
de pez cebra, de pez medaka, de pez killi y de ratén. Unos
datos muy interesantes que permiten albergar esperanzas
para su futuro uso en animales adultos y, eventualmente, si
todos los andlisis previos fueran exitosos, en personas. Las
herramientas CRISPR no dejan de sorprendernos. Han
aparecido en los laboratorios, apenas hace siete anos, y
han venido para quedarse. Y la imaginacién desbordante
y sin limites de los investigadores hace el resto. jLarga
vida a las CRISPR! jMucho éxito diagnosticando
y combatiendo a los coronavirus!



https://www.nature.com/articles/s41422-020-0290-0
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.03.13.991307v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.03.13.991307v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.03.13.991307v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.03.13.991307v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.03.13.991307v1
http://www.cabd.es/en-research_groups-128-326-z3-springboard-group-crispr-cas-in-vivo-optimizations-to-understand-early-vertebrate-development-and-human-diseases-summary.html
http://www.cabd.es/en-research_groups-128-326-z3-springboard-group-crispr-cas-in-vivo-optimizations-to-understand-early-vertebrate-development-and-human-diseases-summary.html
https://www.upo.es/portal/impe/web/portada/index.html
http://www.cabd.es/
http://www.cabd.es/
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.01.13.904763v1
https://montoliu.naukas.com/2015/06/16/las-herramientas-crispr-un-regalo-inesperado-de-las-bacterias-que-ha-revolucionado-la-biotecnologia-animal/
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Introduccion

La cuestién de la regulacién juridica de la edicion ge-
nética en Espafia es, cuando menos, espinosa, por cuanto
abarca, en general, normas elaboradas en un contexto
historico muy diferente al actual, un contexto en el que
las terapias génicas se consideraban ain sumamente pe-
ligrosas. De ahi que la regulacién de la época fuera muy
estricta, primando la seguridad sobre el posible (aunque
poco probable) beneficio que su uso pudiera reportar. A
ello hay que afiadir que la técnica legislativa utilizada no
fue depurada, por cuanto contenia clidusulas arcanas, de
dificil comprensiéon y ductil interpretacion, lo que no ayu-
daba demasiado a obtener la preciada seguridad juridica.

Por desgracia, este marco no ha experimentado cam-
bios sustanciales hasta ahora a pesar de que el estado de
la ciencia ciertamente si lo ha hecho. Como consecuencia,
no nos queda sino hablar de un cierto desfase entre las
necesidades de la investigacion bioldgica y las respuestas
juridicas que, esperemos, se solucionard en cualquier mo-
mento. Entrando ahora a exponer las claves del sistema,
conviene subrayar que hay tres grandes documentos nor-
mativos que se ocupan de regular esta materia: el Convenio
de Oviedo, la Ley 14/2007, de investigacién biomédica
y el mismo Cédigo Penal. En las siguientes paginas nos
dedicaremos a exponer qué es lo que cabe exactamente (y
lo que no cabe) deducir de su articulado.

El Convenio de Oviedo

La norma de referencia en el campo de la investigacién
biomédica es tanto en el derecho internacional como en
el derecho interno de los paises que lo han ratificado, el
Convenio para la proteccién de los Derechos Humanos y la
Dignidad del Ser Humano con respecto a las aplicaciones
de la Biologia y la Medicina, habitualmente denominado
Convenio de Oviedo, que fue elaborado en el marco del
Consejo de Europa, aprobado el 4 de abril de 1997 y ra-
tificado por Espafia en 1999. Dicho documento se ocupa
de la edicién genética en su articulo 13, titulado “Inter-
venciones sobre el genoma humano” que, textualmente,
dice: “ Unicamente podrd efectuarse una intervencion que
tenga por objeto modificar el genoma humano por razones
preventivas, diagndsticas o terapéuticas y solo cuando no
tenga por finalidad la introduccion de una modificacion en

el genoma de la descendencia”".

A primera vista, la redaccién del texto deja poco espa-
cio para la duda, como algunos expertos han sostenido('l:
parece que los autores del texto quisieron vetar cualquier
forma de edicién genética que modificara la linea germi-
nal humana sin venir respaldada por razones preventivas,
diagnésticas o terapéuticas. Sin embargo, una lectura mas
atenta de los términos involucrados permite alcanzar con-
clusiones diferentes en funcién de la interpretaciéon que
quepa otorgar a cada uno de ellos. Asi, por ejemplo, es
notoriamente complejo dilucidar qué significa alterar el
genoma humano. ;Lo modifica una intervenciéon que cam-
bia la expresién patolégica de un gen por otra que no lo
es? Sin duda, un acto de este tipo varia el genoma del
sujeto afectado, tal vez incluso el de sus descendientes,
pero jtambién atafie al genoma humano como tal? Si te-
nemos presente que no se introduce novedad alguna en
el reservorio génico de nuestra especie, resulta complejo
sostener esta conclusién, con lo que tal vez deberiamos

aceptar su contraria ],

D. fnigo de Miguel Beriain

.Y qué decir de una intervenciéon que no cura una
patologia, que tal vez ni siquiera afecta a algo que se con-
sidere una patologia, pero que sin duda tiene un efecto
en la salud, entendida como bienestar global de un indivi-
duo? Pensemos en la combinacién genética que causa una

"https://www.coe.int/en/web/conventions/full-list/-/conventions/treaty/164
https://www.xatakaciencia.com/genetica/el-alcohol-activa-un-gen-agresivo-en-los-finlandeses


mailto:Inigo.demiguelb@ehu.eus
https://www.coe.int/en/web/conventions/full-list/-/conventions/treaty/164
https://www.xatakaciencia.com/genetica/el-alcohol-activa-un-gen-agresivo-en-los-finlandeses
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peculiar agresividad a algunos finlandeses (especialmente
cuando ingieren alcohol'). Una modificacién que alterase
esos genes, jestarfa prohibida por el Convenio? ;O cabria
considerarla incluida en el capitulo de lo terapéutico o
preventivo? De nuevo, nos asaltan las dudas.

Piénsese, por fin, que el Convenio apela a un concepto
tan complejo como el de la finalidad de una intervencion
a la hora de determinar qué conductas estaran prohibidas.
Pero, jqué ha de entenderse por finalidad exactamente?
Esto es muy complicado, porque, como es de sobra co-
nocido, en medicina hay fines que se persiguen y fines
que se aceptan como efectos secundarios necesarios para
obtener una mejora en la salud del paciente. Si realizamos
una edicién genética encaminada a curar una patologia
que, no obstante, causard un cambio en la linea germinal,
Jestaremos violentando esta cldusula? Esto es muy dificil
de determinar a primera vista, ya que todo dependeré de
lo que se considere que comprende el término “finalidad”.

Podriamos seguir enumerando dudas y proponiendo
acertijos, pero creemos que lo ya expresado es suficiente
para mostrar la extrema ambigiiedad de la clausula ana-
lizada (", ambigiiedad que no fue tanto accidental como
deliberadamente buscada, si uno se lee las actas de las
reuniones de los grupos de trabajo que la redactaron. El
problema, por supuesto, estd en que esa nebulosidad ju-
ridica podia tener un sentido en los afios noventa, pero
supone ahora un grave obsticulo para el avance de la
ciencia que conviene solucionar. Y, como veremos, el resto
de nuestra normativa nacional no contribuye demasiado a
satisfacer adecuadamente esta necesidad.

La Ley 14/2007, de investigacién biomédi-
ca

La Ley 14/2007 de investigacién biomédica constituye
el marco legal basico de la regulacion de la investigacion
biomédica de caracter basico y clinico en nuestro pais, con
la excepcién en este ultimo caso de los ensayos clinicos
con medicamentos y productos sanitarios, que se regiran
por su normativa especifica. Por tanto, sus disposiciones
acerca de la modificacién de la linea germinal humana
resultan particularmente relevantes.

El niicleo fundamental de su abordaje de esta materia
se encuentra en el articulo 74. 2 C), que califica como
infracciones muy graves: “a) La realizacion de cualquier
intervencion dirigida a la introduccion de una modificacion
en el genoma de la descendencia” A su vez, el articulo 75,
que explicita las sanciones administrativas aplicables a esas
infracciones establece que éstas oscilaran entre los 10.001
euros y los 1.000.000 de euros, cuantia que se graduara
teniendo en cuenta “el riesgo generado, la repercusion
social de la infraccion, el beneficio que haya reportado al
infractor la conducta sancionada y la previa comision de
una 0 mds infracciones contra esta Ley”.

Como cabra observar, el texto de esta norma recoge, en
cierta medida, lo ya expuesto por el Convenio de Oviedo.
Sin embargo, las restricciones impuestas a la modificacion
del genoma de la descendencia son de hecho mucho méas
estrictas, por cuanto se refieren a todas las modificaciones,
sin salvedad alguna, por contraposicién a las excepciones
admitidas por el Convenio, que permitia, como hemos mos-

trado ya, este tipo de conductas cuando se realizaban por
razones preventivas, diagnosticas o terapéuticas. Queda,
no obstante, la duda de si el legislador quiso efectivamente
o no vetar toda modificaciéon de la linea germinal de un
ser humano, por cuanto la expresién “dirigida a” parece
incluir un elemento de voluntad que, como hemos expresa-
do antes, no resulta tan facil de valorar. En todo caso, es
necesario resaltar que la realizacién de cualquier practica
que supusiera una modificacién del genoma de un ser hu-
mano requeriria en todo caso, ademés del consentimiento
del sujeto, probablemente un pronunciamiento favorable
de un Comités de Etica de la Investigacién o un Comité
de Etica Asistencial, dependiendo del tipo de practica que
se quisiera acometer.

El Cédigo Penal

En lo que respecta, por fin, al Cédigo Penal espanol,
que es, a fin de cuentas, la norma que mas impacto puede
llegar a tener en la modulacién de las conductas, hay que
mencionar necesariamente su Articulo 159, que indica
textualmente lo siguiente:

1. Serdn castigados con la pena de prision de dos a
seis anos e inhabilitacion especial para empleo o cargo
publico, profesion u oficio de siete a diez anos los que,
con finalidad distinta a la eliminacion o disminucion de
taras o enfermedades graves, manipulen genes humanos
de manera que se altere el genotipo.

2. 8i la alteracion del genotipo fuere realizada por
imprudencia grave, la pena serd de multa de seis a quince
meses e inhabilitacion especial para empleo o cargo publico,
profesion u oficio de uno a tres anos.

Podemos colegir, por tanto, que cualquier alteracién
en la linea germinal humana realizada de forma dolosa
o imprudente serd merecedora de sanciéon, que puede lle-
gar al internamiento en prisiéon en su modalidad dolosa,
siempre que el objetivo de la intervencién no fuera la elimi-
nacién o disminucién de taras o enfermedades graves!®%:7,
De nuevo, la severidad del precepto resulta superior a la
del Convenio de Oviedo, por cuanto para excluir la antiju-
ricidad de la conducta se habla exclusivamente de taras o
enfermedades graves. Por tanto, parecerian a primera vista
punibles las intervenciones que pudieran ir encaminadas
a modificar los genes para eliminar o disminuir taras o
enfermedades leves o para fines diagnésticos o de indole
preventiva. A buen seguro, la considerable extension de
las conductas incluidas en el tipo resulta cuando menos
criticable, pero no nos queda otra, de momento, que cer-
tificar que, efectivamente, un investigador que traspase
estos exiguos limites podria exponerse a sanciones mas
que considerables.

Algunas consideraciones finales

Teniendo presente todo lo expuesto, no nos queda sino
concluir que, efectivamente, es necesaria una reforma nor-
mativa urgente, que aporte mayor claridad a la situacién
juridica. Y, si hemos de opinar al respecto, permitasenos
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senalar que lo ideal seria que sea una reforma que dote
de més amplias opciones a nuestros investigadores®. Y
ello tanto por un motivo de respecto a la libertad de in-
vestigacién, como por la obligacién moral de contribuir al
bienestar de la humanidad en la medida de lo posible. Pero
también, desde luego, por consideraciones de prevencion
de riesgos: porque una tecnologia tan barata y facil de
utilizar no se podra controlar facilmente, por lo que lo
adecuado seria estimular un desarrollo cientifico capaz
de limitar sus efectos negativos. Pero esto sélo se puede
hacer con una normativa mas proclive a los intereses de
la investigacién.
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Reseria de Lluis Montoliu, «Editando genes: recorta, pega y coloreas, Next Door Publishers (2019)

La ciencia esta repleta de buenas historias. Relatos
que resultan mas convincentes y se disfrutan més si estan
escritos en primera persona. La ciencia es paciencia, per-
severancia y humildad. Por ello, los grandes cientificos no
suelen salir de su torre de marfil para escribir su propia
autobiografia, o la historia de su logro més relevante. Las
editoriales suelen asignar esta tarea a comunicadores cien-
tificos profesionales, que presentan el libro en coautoria,
aunque la portada suele destacar el nombre del cientifico.
Pero hay excepciones, investigadores en activo que aceptan
el reto y se embarcan en esta descomunal tarea.

Un buen ejemplo es Lluis Montoliu, investigador del
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC), Madrid,
que nos cuenta la historia del sistema de edicion genética
CRISPR-Cas9 en su libro «Editando genes», Next Door
Publishers (2019). Al hilo de su propio trabajo, desde
2014 usa esta técnica en albinismo y enfermedades raras,
nos relata la biografia de Francis Mojica, de la Universi-
dad de Alicante, descubridor en 1993 del sistema inmune
CRISPR-Cas9 en procariotas. Firme candidato espafiol al
Premio Nobel, Montoliu le conocié por pura serendipia
y se erigi6 en su adalid, defendiendo a capa y espada su
rol en la herramienta genética que ha revolucionado la
biologia molecular en el altimo lustro.

Montoliu no es un escritor profesional, pero su pluma
derrocha pasién y sabiduria. Asi nos hace olvidar peque-
nos defectos formales, como que a veces repite demasiado
ciertos conceptos basicos y el rol de Mojica. Como el libro
estd dirigido a legos, quizds su intencion es la misma que
la de los maestros de la vieja usanza, machacar lo mas
relevante. Pero que nadie se lleva a enganos, el libro se
lee muy bien y se disfruta desde el principio. Casi se po-
dria decir que es adictivo para todo buen aficionado a la
divulgacién. Ademds, estd decorado con ilustraciones del
propio autor, a las que solo les falta un poco de color en
la edicién impresa.

El libro tiene 434 paginas en 17 capitulos tras el pre-
facio del autor, que glosa la serendipia en ciencia, y el
prologo escrito por Mojica. El capitulo 1 se inicia con los
avatares de la tesis doctoral de Mojica sobre Haloferax
y unas curiosas secuencias repetidas, bautizadas por él
como CRISPR en 2002, aunque en un articulo cientifico
sin su firma. Su momento Fureka fue descubrir en 2003

que se trataba de un nuevo sistema inmune bacteriano;
pero publicarlo fue todo un calvario. De hecho, los expe-
rimentos que lo confirmaron fueron realizados por otros,
como se relata en el capitulo 2. Asi llegamos a 2012 y
el articulo en Science liderado por Jennifer Doudna y
Emmanuelle Charpentier que propuso la edicién genética
CRISPR-Cas9.

El capitulo 3 nos relata el primer encuentro entre
Montoliu y Francis, glosando el capitulo 4 a los cienti-
ficos menos conocidos, pero mas relevantes, del mundo
CRISPR. Tras la «guerra abierta por la patente CRISPRY,
nos adentramos en el estado actual de todas las técnicas
de edicion genética en el capitulo 5; se destaca lo que aun
no conocemos y controlamos. La palabra mas llamativa
del titulo del libro, «colorea», se refiere a las técnicas de
ediciéon de bases que usan la proteina Cas9 inactivada;
Montoliu aprovecha los capitulos 6, 7 y 8 para relatar
su trabajo en ratones avatar de humanos con albinismo
y enfermedades congénitas raras usando dichas técnicas.
Muiltiples aplicaciones biotecnolégicas se presentan en los
capitulos 9, 10, 11 y 12.

En ciencia, jse debe hacer todo lo que se puede hacer?
El debate ético y moral asociado a la ediciéon genética se
describe en los capitulos 13 y 14. El libro se acabd de
escribir en noviembre de 2018, pero incluye una discusiéon
detallada de la edicién genética de dos gemelas chinas
realizada por He Jiankui, que se anunci6 dicho mes. Los
tres tltimos capitulos repasan lo tltimo de la investigacion
en herramientas CRISPR, como las técnicas SHERLOCK,
DETECTR, REPAIR y el uso del genoma como un disco
duro para grabar informacién.

Tras una extensa bibliografia, que por desgracia no se
cita en el texto de forma sistemética, finaliza un libro que
nos recuerda que hay que seguir realizando investigacion
bésica y seguir explorando los sistemas CRISPR en bac-
terias. Seguro que el futuro nos reserva muchas sorpresas
que acabaran conduciendo a nuevas revoluciones en la
edicién genética en el proximo lustro. Por ello recomiendo
este libro tanto a legos como a expertos, en especial, a
estudiantes y profesores de universidad. Tras su lectura,
uno se queda con ganas de seguir profundizando en la
edicién genética CRISPR-Cas9; para ello recomiendo la
web CRISPR de Montoliu en tinyurl.com.


mailto:villa@lcc.uma.es
https://tinyurl.com/m0nt0cr1spr
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Lluis Montoliv (Barcelona 1963) se define como biotecndlogo y genetista. Por formacion es bidlogo (Universidad de
Barcelona 1986), premio extraordinario de licenciatura y doctor en biologia (Universidad de Barcelona 1990). Durante
su tesis doctoral, realizada en genética molecular de plantas en el laboratorio del Prof. Pere Puigdoménech, del Centro
de Investigacion y Desarrollo del CSIC, en Barcelona, describié genes con expresion preferente en las raices del maiz
cuyas secuencias requladoras se usaron para generar las primeras plantas transgénicas del pais. Tras finalizar su
tesis se trasladd al Centro Alemdan de Investigacion sobre el Cancer (DKFZ), en Heidelberg, al laboratorio dirigido
por el Prof. Giinther Schiitz, donde aprendio a trabajar con modelos animales, ratones modificados genéticamente y
desarrollo técnicas pioneras como el uso de cromosomas artificiales en transgénesis animal. Cinco afios mds tarde, en
1995, regresé a Espatnia para incorporarse al laboratorio de la Prof. Fatima Bosch, en la Universidad Auténoma de
Barcelona, donde contribuyd a generar diversos modelos animales para el estudio de la diabetes. En 1996 obtuvo una
plaza de cientifico titular del CSIC, en el Centro Nacional de Biotecnologia, en Madrid, incorporindose a principios
de 1997 y donde sigue en la actualidad, dirigiendo su laboratorio. Actualmente es investigador cientifico del CSIC,
investigador del Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Raras (CIBERER), del ISCIII, y profesor
honorario de la Universidad Autonoma de Madrid, como coordinador de una asignatura del mdster de la UAM sobre
modificacién genética en mamiferos desde 1998. En su laboratorio investiga en temas bdsicos (cémo se organizan los
genes en el genoma para funcionar correctamente) y aplicados (modelos animales para el estudio de enfermedades raras
humanas, como el albinismo). Durante su carrera profesional ha trabajado con organismos modificados genéticamente
desde 1986, y con animales modificados genéticamente desde 1990. En 2006 fundo la Sociedad Internacional de
Tecnologias Transgénicas (ISTT) de la que fue su Presidente hasta 2014. Su laboratorio fue pionero y promotor en la
introduccion de las herramientas CRISPR en nuestro pais, publicando los primeros ratones editados genéticamente
mediante CRISPR en Espatia a principios de 2015. Ademds de la investigacion le interesan y apasionan los temas de
bioética, la formacion y la divulgacion cientifica.
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Lluis Montoliu
- Prologo de Francisco F. Martinez Mojica

El Café Cajal
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La ciencia bdsica es bella y la aplicada es util

Entrevista a Francis Mojica (FM), Lluis Montoliu (LM) e Thigo de Miguel Beriain (IMB)
Realizada por Marta Cazorla Calvente, Sara Fontalva Ostio y Enrique Viguera Minguez

Como investigador, ;cémo se siente al compro-
bar que sus descubrimientos han revolucionado el
mundo de la investigacion cientifica?

FM: Pues es dificil de asimilar. La alegria es inmensa.
Ultimamente, desde hace 3 o 4 afios, se habla de CRISPR
unas 15 veces al dia si simplemente miras en PubMed, por
lo que ya te puedes imaginar lo que ello significa para mi.
No es inesperado que se obtengan aplicaciones y se saquen
frutos de la investigacion, lo que es inesperado es que haya
ocurrido de esta forma tan explosiva y que haya ocurrido
a pesar de que hace méas de 20 anos que se empezd a
trabajar en esto. Se puede decir que, en realidad, no ha
sido tanto tiempo: 25 anos en investigacién no es tanto.
Pero, cuando se define tan claramente el inicio de una
investigacion con un fruto 25 anos después del tamano de
esta area CRISPR, es irrebatible decir que es inmenso.

;Como siguié investigando sobre el tema cuando
nadie la daba importancia?

FM: Hay que ser sincero: no encontré nada més interesan-
te. Estuve buscando, lo digo totalmente en serio. Cuando
volvi del postdoc, estuve intentando montar un grupo
de investigacién y queria tener claro que fuera algo que
mereciera la pena meterse en ello y no encontré nada més
interesante que esto. Estoy hablando del afio 1997.

(En algiin momento pensé en dejarlo?

FM: Mil veces (se rie), pero eso le pasa a cualquiera que
hace investigacion. Cada vez que te sale mal un expe-
rimento y eso ocurre, como bien sabéis, con muchisima
frecuencia. . .

LM: Lo que tiene Francis y lo que tienen los buenos
cientificos como él es persistencia porque las cosas no
se resuelven facilmente ni en un afio ni en dos. Puede
ser que tardes un buen niimero de anos en darte cuenta
hasta que se den las condiciones para que puedas dar
un salto cualitativo de conocimiento que te sirve para
resolver tus preguntas y quizd para iluminar a otros que
hasta entonces no se habian fijado en tu trabajo y que
ahora se fijan y ademas lo leen de una manera distinta.
Esto tultimo fue exactamente lo que pasé con Francis, que
otros leyeron su trabajo de una forma distinta y se dieron
cuenta de que esto podia servir como edicion genética.

Los sistemas CRISPR-cas son un ejemplo remar-
cable de la enorme recompensa de la investigaciéon
basica, ;cree que esta infravalorada este tipo de
investigacion?

FM: Depende de quién lo valore. Evidentemente, los que
trabajamos en investigacién bésica creemos en ella y te-
nemos muy claro que, a pesar de que se pueden obtener
muchas aplicaciones de la investigacién bésica y eso hace
que se deriven muchos fondos a esta investigacién e incluso
grupos se pasan a esta investigacion, es la mejor fuente de
aplicaciones y utilidades. Lo més 1til que se puede hacer
es investigacién bésica. Estd infravalorada, sobre todo,
desde el punto de vista de la financiacién. La investigacién
bésica estd maltratada y cuesta mucho convencer a los
que tienen que decidir que merece la pena invertir en ella.
LM: La investigacién béasica es la que nos va a sacar de
cualquier problema en el cual estemos atascados. Muchas
veces las soluciones vienen desde angulos o desde lugares
insospechados. ;Quién le iba a decir Francis que estaba
investigando en unas arqueas que viven en las Salinas de
Santa Pola que gracias a su trabajo estarfamos hablando
aqui de corregir embriones humanos?

FM: Yo esto ni lo pensaba ni era mi intencién. Nunca me
lo hubiera planteado.

LM: La belleza del conocimiento es que alguien, leyendo
los trabajos de Francis y de otros, se da cuenta de que
tiene la posibilidad de aplicarse en otro sentido. Eso es lo
bonito.

LM: La ciencia béasica es bella, es bonita; la aplicada es
atil.

. Coémo ve que deba, ya sea modificarse o mante-
nerse, el control europeo respecto al determinismo
y la autonomia de la tecnociencia?

LM: Yo lo que creo es que, por supuesto, la ciencia
siempre esta por delante de las normas legislativas, pero
necesitamos unas normas; lo que pasa que estas normas
deben ser propuestas por un conjunto de expertos, tan-
to los técnicos como los legislativos, y tienen que ser
adaptadas por la sociedad, validadas por el parlamento
correspondiente, etc. Siempre vamos detras, lo que quiero
decir es que la ciencia nos va a aportar soluciones, nuevas
maneras de acercarnos a curar enfermedades, desarrollar



€13 VOLXIIL ..No.170

ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA

28

objetivos que ni los podriamos imaginar... Y lo que
tenemos que hacer es adaptar la norma. Yo soy de los
convencidos de que una de las cosas que nos falta ahora en
el campo de la edicién genética es que todavia no tenemos
un marco de acciéon. Deberiamos saber de todas las cosas
que se pueden hacer, qué es lo que deberiamos hacer o de-
beriamos poder hacer, y qué es lo que no deberiamos hacer.

Actualmente atin existe personas que desconfian
sobre las vacunas o el uso de alimentos transgéni-
cos, ;considera que la poblacién esta o estara lo
suficientemente concienciada con respecto al tema
de la modificacién genética?

LM: Has tocado dos temas que a mi me preocupan mu-
cho y que yo estoy encantado de rebatirlo. Esto, mas que
echarle las culpas a nadie, al primero que hay que echarle
las culpas es a nosotros mismos, al colectivo investigador.
Hay que salir a la sociedad y hay que contar en palabras
llanas lo que creemos que es de beneficio; no hay que
generar falsas expectativas, pero si explicarlo bien, tanto
si son vacunas como si son alimentos transgénicos, y hay
que contrarrestar la agenda y los programas de hoy de
otros grupos que son contrarios a todos estos procesos
que tienen otros intereses y que, si nosotros no los contra-
rrestamos, es la tnica fuente de informaciéon que tiene la
sociedad. Esto acaba en que gran parte de la gente, si no
tiene acceso a una fuente adicional de informacién, cree
que aquello es verdad cuando no lo es. Evidentemente que
nos tenemos que vacunar, evidentemente que son seguros
los alimentos modificados genéticamente, pero no hay que
tener problema en decirlo y hay que explicar y salir a
la palestra, y decirlo tantas veces como sea necesario. Si
ti no sabes, alguien va a hablar por ti; si t no hablas,
alguien va a hablar por ti. Estoy convencido de que esta
es una de las cosas que hay que aprender.

IMB: Si ti no entras en un debate, cedes el terreno al
adversario. El silencio es lo ideal para el opaco. ;Sabes
cuantos debates celebré en su vida Adolf Hitler? Cero,
ninguno. Nunca debatié con nadie por una razén muy
simple: él sabia o debia sospechar que en un debate in-
telectual razonable cara a cara era muy facil ridiculizar
muchas cosas de las que decia. En muchos de estos casos,
lo que ocurre es que hay gente que predica.

LM: Cuando me vienen del partido animalista, he estado
en debate con gente del PACMA, en las que digo que
tenemos muchas mas cosas en comin de las que creen
que nos separan. Si a mi me vienen a buscar para estar
en contra del Toro de la Vega, ahi estoy con ellos, pero
que no me metan en el mismo saco aquellos animales que
utilizamos como modelo de enfermedad. Y, en particular,
que no me digan que para resolver el problema del cancer
no tenemos que curar a ratones, sino que tenemos que
curar a personas y, por lo tanto, tenemos que investigar a
personas. Esto es un mensaje muy sencillo que la gente
aparentemente lo entiende y dice que es verdad, pero en
ese caso yo siempre les digo: estupendo, vamos a empezar
con tus hijos y es posible que lo que se nos ocurra no
vaya a funcionar a la primera. Hoy en dia, siguen siendo
necesarios los animales para estudiar las enfermedades,
tanto para estudiarlas como para desarrollar terapias.

Cuando dejen de ser necesarios, seremos los primeros en
decirlo, pero no estamos ahi todavia.

Existiendo hoy en dia métodos como el diagnés-
tico genético preimplantacional, ;piensan que la
edicién genética en embriones humanos es la apli-
cacién futura de las herramientas CRISPR?

LM: Aqui tengo una posicién muy clara y es que no.
En estos momentos, creo que hay que posicionarse y
argumentar. Creo que no tenemos que invertir recursos ni
desarrollar aplicaciones para editar el genoma humano y
para editar embriones. Primero porque no tenemos todavia
la certeza de que las ediciones que vayamos a hacer sean
todo lo correctas que nosotros quisiéramos. Hay un nivel
de incertidumbre que todavia no controlamos o que no
sabemos como gestionar en humanos, por lo que creo que
no es prudente. Pero es que, ademas, creo que tenemos
millones de pacientes de las miles de enfermedades raras
de base genética, muchas de ellas incurables, que tienen
una esperanza cierta; y esto no son falsas expectativas, yo
creo que lo que tengo que hacer es invertir todo mi tiempo,
todos mis recursos en desarrollar algin tipo de terapia
que pueda aliviar y, en el mejor de los casos, curar alguno
de estos pacientes. Si esto lo podemos hacer con edicién
genética, es ahi donde tenemos que investigar. O sea,
antes de ir a curar a la persona que todavia no ha nacido,
vamos curar a las personas con estas enfermedades.
IMB: Yo estoy de acuerdo con él. A corto plazo, es ridicu-
lo meterse en edicién genética en embriones, es mucho mas
facil el diagnodstico genético preimplantacional, ademas
se der lo mejor que tenemos ahora mismo. Solo hay muy
pocas familias que no pueden beneficiarse de este diagnods-
tico. Con todo, a medio plazo, desde mi punto de vista,
es obvio que edicién genética como mecanismo conceptual
es superior al diagnéstico genético preimplantacional.
LM: El diagnéstico genético preimplantacional separa el
mutante del que no lo es. En cambio, la edicién es una
intervencion directa.

IMB: Con la edicién, yo soluciono el problema, no es que
descarto. Ademds, hay un problema que es ideolégico: hay
gente que el diagndstico genético preimplantacional no lo
acepta por motivos ideolégicos porque supone un descarte
de embriones.

LM: Los que trabajamos con embriones de mamifero, yo
trabajo con embriones de ratones, sabemos que del 100 %
de embriones que modificamos solo hay un 7-10% de
ratones que se modifican de acuerdo a lo que queriamos,
lo cual es un porcentaje extraordinario. E1 90 % de los
otros tienen alteraciones que no queriamos y que no pode-
mos controlar. Toda la precisién de las herramientas que
descubri6é Francis Mojica resulta que los mecanismos de
reparacién que actiian a continuaciéon no son tan precisos
todavia; y es ahi donde tenemos que incidir.

IMB: En realidad, es como casi todo: es una cuestién
de seguridad, de cudndo compensa el riesgo-beneficio
introducirlo ahi.

LM: Probablemente, habra excepciones, caso a caso y
paso a paso. Sigue siendo todavia bastante arriesgado e
imprudente utilizar estas herramientas in vivo, es decir,
inyectar estas herramientas de ediciéon en sangre. El dia
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13 de noviembre de este afo un paciente en Oaklan (Cali-
fornia) fue inyectado con unas herramientas de edicién,
en este caso no fueron CRISPR, pero da lo mismo, eran
nucleasas con dedos de zinc (ZFN). Asumi6 el riesgo,
estaba autorizado, cosa que no se podria haber hecho hoy
en dia en Europa, pero se ha hecho en Estados Unidos.
Con lo cual, vivimos en un mundo global, en un mundo
complejo, lo que prohibamos aqui se va a desarrollar en
otros sitios.

IMB: En diciembre de 2014, los chinos dijeron que esto no
lo iban a parar, y que los demds hicieran lo que quisieran.
LM: Y, en abril de 2015, el primer equipo chino utilizé
embriones descartados de procedimientos de fertilizacion
in vitro para hacer investigaciones de edicion genética y se
encontraron cosas parecidas a las que encontrabamos en
ratones. Encontraban las modificaciones que querian, pero

también muchas otras modificaciones que no tenian, con
lo cual constataron que los embriones humanos no eran
tan distintos del resto de embriones de los mamiferos.

{ Qué consejos les darian a los alumnos que se van
a graduar dentro de poco? ;Les recomendarian la
carrera cientifica?

LM: Si, pero tiene que apasionar. Esto es un trabajo pa-
sional. Sin pasién, no puedes hacer este trabajo. También
les dirfa que hay un montén de cosas por hacer, apenas
conocemos herramientas de unas pocas bacterias. Hay
centenares de miles o millones de bacterias, cada una de
ellas con herramientas CRISPR por descubrir y quiza al-
gunas mucho mejores. Deberian dedicarse a estudiar los
mecanismos de reparacion, que son los que generan los
problemas.
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Jovenes cientificos

Hola, soy Ana Isabel Cotilla Martin, este ano ya acabo el Grado de Biologia. Estoy muy satisfecha de haber elegido
estudiar este grado para formarme como bidloga. Esta rama de la ciencia estd formada por muchas disciplinas
interconectadas que son fascinantes. Para ser bidlogo es muy importante entender que al especializarte en una
disciplina mo sélo vas a enfocarte en esas disciplinas sino que vas a necesitar conocer de otras, ademds debes ser
curioso y preguntarte el porqué de las cosas. En mi caso yo soy alumna interna del departamento de Microbiologia, y
actualmente estoy realizando una investigacion que tiene que ver con la parte mds molecular de esta drea. Por esta
razon, cuando se me dio la oportunidad de entrevistar a Carmen Pizarro Martin, acepté sin pensarlo dos veces ya que
ella estd especializada en una nueva téenica molecular de edicién de genomas CRISPR/Cas9 y para poder evolucionar
como bidloga es necesario conocer todo tipo de técnicas.

ANA ISABEL COTILLA MARTIN

Carmen Martin Pizarro. Investigadora en el Area de Biologia molecular y Bioquimica de la UMA estd
investigando junto a su grupo sobre los factores de transcripcién involucrados en la maduracién de las fresas, a la
vez que tratan de identificar genes que estén implicados en caracteres de calidad como el aroma de esta fruta tan
popular y de tanta importancia en Andalucfa. Carmen es licenciada en Biologia por la Universidad de Méalaga en el
afio 2003 y Master 2005. Ha participado en varias publicaciones como «Functional analysis of the TM6 MADS-box
gene in the octoploid strawberry by CRISPR/Cas9-directed mutagenesis» Enero 2019, Carmen Martin-Pizarro, Juan
Carlos Trivifio, David Posé. En este articulo se describe por primera la aplicacién de la tecnologia de edicién génica

CRISPR/Cas9 a la fresa cultivada.

Ana Isabel Cotilla Martin (AICM): Buenos dias Car-
men, gracias por atenderme. Para comenzar nos podrias
contar un poco sobre tu grupo de investigacién.

Carmen Martin Pizarro (CMP): Buenos dias, no hay
de qué. Estoy trabajando en el grupo del Dr. David Posé,
el cual obtuvo en 2015 un proyecto de la European Re-
search Council. En el grupo trabajamos con fresas, tanto
la especie cultivada (Fragaria © ananassa), la cual es una
especie octoploide, como la especie silvestre (Fragaria
vesca), diploide, y la cual es la especie modelo de la fresa
cultivada. Se trata de un proyecto muy ambicioso en el
cual, uno de los principales objetivos es identificar factores
de transcripcién implicados en la maduracion del fruto de
la fresa. El grupo esta formado por 4 personas y cada uno
es responsable de una parte diferente del proyecto, y con
respecto a este objetivo general, cada uno esta a cargo de
una serie de estos factores de transcripcién. Para el estudio
de los mismos hemos generado plantas transgénicas en los
cuales estos genes estan silenciados como sobreexpresados,
para asi determinar y estudiar el efecto que tiene esto
sobre diferentes aspectos de la maduracién.

AICM: Para realizar estas construcciones usais la técnica
de CRISPR/Cas9. ;Cémo habéis abordado este reto?

CMP: Uno de los objetivos de este proyecto era aplicar la

técnica de edicién génica CRISPR/Cas9 en un organismo
genéticamente tan complejo como es la fresa octoploide, ya
que hasta la fecha no se habia nada descrito en plantas tan
complejas genéticamente y con ese grado de poliploidia.
Hasta ahora, todos los estudios funcionales en fresa se
habian hecho silenciando el gen de interés mediante el uso
de construcciones de ARN interferente, pero a veces esta
estrategia no es lo suficientemente eficiente, de manera
que el gen puede no estar muy silenciado. Por ello, la
posible aplicacion de CRISPR permitiria tener fresas que
sean mutantes (knock-outs) estables. Aunque hace poco
se publicé un trabajo en el cual se aplicaba CRISPR en
la especie silvestre (diploide), nosotros tenfamos desde el
principio el objetivo de comprobar la eficiencia de este
sistema en la especie octoploide. Es un proceso complejo,
ya que la transformacién genética en fresa, aunque no es
especialmente complicada, es lenta, ya que te puede llevar
6-8 meses hasta conseguir lineas transgénicas estables,
tener un nimero de lineas importante, comprobarlas, y
llevarlas a invernadero. Otro problema anadido es que la
variedad con la que trabajamos (Camarosa) florece solo
una vez al afio, por lo que la disponibilidad de frutos es
bastante limitada. Pero a pesar de esto, se aprende mucho
al afrontar este reto y al solventar los problemas que van
surgiendo.
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La doctora Carmen Martin Pizarro en el laboratorio de
Biologia Molecular y Bioquimica de la UMA donde desa-
rrolla su labor investigadora.

AICM: Por lo que has hablado de la técnica de CRISPR,
vosotros pretendiais poner a punto esta técnica en la fresa,
pero jcémo lo habéis realizado?

CMP: Muchos estudios que hacen CRISPR por primera
vez en plantas seleccionan como gen diana la Fitoeno
desaturasa (PDS), la cual cuando se muta da un fenotipo
albino. Es una eleccién muy buena para ver si funciona
la edicién o no de una manera rapida. Pero nosotros
quisimos ir un poco mas alla y seleccionar un gen del
cual no se conociese su funcién en fresa, en concreto un
factor de transcripcion candidato a estar involucrado en
el desarrollo de pétalos y estambres de la flor de fresa
(TM6). Este gen nos parecié un buen candidato porque en
caso de tener edicién podiamos ver un fenotipo muy claro
en flores. Para ello disenamos dos RNAs guias (sgRNAs)
frente a TM6 para intentar aumentar la eficiencia del
sistema. Ademas, el uso de dos sgRNAs puede generar
una delecciéon grande, lo cual favorece la obtencién de
knock-outs. Una vez generadas las construcciones, la
comprobamos realizando transformaciones transitorias de
frutos en la especie diploide. A pesar de que la eficiencia
de esta estrategia no es muy buena, comprobamos que
habia edicién y que la nucleasa Cas9 cortaba en ambas
guias. Comprobada la funcionalidad del sistema, pasamos
a hacer directamente la transformacion estable en la es-
pecie comercial octoploide. Fue bastante dificil analizar
las secuencias de los alelos mutados, ya que al hecho
de que se trata de un octoploide hay que anadirle que
se generan quimeras por lo que el nimero de variantes
alélicas que se genera es alto. No obstante, pudimos iden-
tificar todas las mutaciones. Ademas, lo méas importante
es que nuestros resultados mostraron que, a pesar de la
complejidad genética de esta especie, es perfectamente
aplicable, con una gran eficiencia, de manera que puede
ser usado como estrategia en estudios funcionales de genes.

Ademés, nos permitio estudiar el papel de TM6, el cual
confirmamos que es clave para un desarrollo correcto de
pétalos, estambres y polen.

AICM: Y dentro de este gran proyecto de investigacién,
jen qué te has especializado?

CMP: Yo me he centrado en optimizar esta técnica para
que pueda usarse para el estudio de cualquier gen de
interés. Aparte también estoy estudiando varios factores
de transcripcién que estan implicados en maduracién.
En concreto, hemos identificado uno, que llamamos RIF
(Ripening Inducing Factor), el cual es clave para la ma-
duracién. Lineas silenciadas muestran un retraso general
de la maduracién, mostrando un menor contenido de
antocianinas (responsable del color rojo de la fresa), y
mayor dureza del fruto, sin cambios extremadamente
relevantes en cuanto a contenido de aztcares. Hemos
estudiado que genes estan alterados en estas plantas y qué
procesos bioldgicos. Es un proyecto también muy bonito
donde hemos encontrado un gen clave, el cual podria
tener mucha importancia biotecnolégica porque permitiria
ampliar la vida de la fresa una vez recolectada.

AICM: Con respecto al trabajo usando CRISPR. Puesto
que esta técnica se basa en la ediciéon génica, ;habéis
tenido algin problema a nivel de bioética?

CMP: No existe ningin problema ético en el uso de
CRISPR para investigacion, que es lo que hemos hecho no-
sotros. Ni siquiera tenemos problemas relacionados con la
patente, ya que el producto (las fresas que generamos) no
seran comercializadas. El uso de CRISPR puede ayudar a
mejorar muchos cultivos. Ahora mismo hay un montén de
bibliografia donde se observa que la técnica de CRISPR va
avanzando a pasos agigantados. Hay mejoras en tamano
de frutos, mayor produccién, mayor nimero de flores,
en resistencia a patégenos... Ademds, permite eliminar
por segregacién el transgen en aquellos organismos que
se puedan reproducir sexualmente, algo que en la fresa
cultivada es mas complicado ya que las variedades se
multiplican de manera vegetativa. En cualquier caso, en
Europa, el uso de esta herramienta se ha legislado de
manera que los organismos editados genéticamente se
consideran organismos modificados genéticamente, por lo
que estan sujetos a la misma restricciéon que los organismos
transgénicos.

AICM: El director de tu investigacién es David Posé,
jcomo es trabajar con él y como se desenvuelve en el
laboratorio?

CMP: £l va no trabaja en el laboratorio como tal, aunque
trata de buscar huecos para hacer alguna cosa. Su trabajo
es fundamentalmente de gestién y de supervision cientifica
del grupo. Es un jefe muy flexible y una persona muy
tranquila. Se preocupa mucho porque las cosas vayan bien
y ante cualquier duda, él siempre te da una soluciéon. En
el grupo hay muy buen ambiente y todos nos ayudamos
en lo que podemos, son unos companeros fenomenales. Me
siento muy afortunada de formar parte de su grupo.
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AICM: Muchisimas gracias por concederme esta entre-
vista Carmen, pero antes de irnos ;jalgin consejo para
nuestros futuros investigadores?

CMP: Lo primero es saber cudl es la rama que te gusta
y que mas te llama la atencién. La investigacion es dura
pero a mi me resulta muy gratificante. Es verdad que
hay periodos duros pero ya depende de lo que cada uno
quiera. La investigacién te permite conocer a mucha gente,
viajar, y trabajar en algo que, si te gusta y tienes vocacion,
no te parece realmente un trabajo. Yo disfruto mucho
aunque a veces aparezcan problemas, pero eso ocurre en

todos los trabajos. Al final el balance es muy positivo.
Si verdaderamente te gusta, a por ello. Alumnos que se
empiezan en departamentos y hacen TFG o TFM tienen
una oportunidad para tener un primer contacto con la
investigacion y ver si realmente les gusta.

AICM: Muchas gracias por tu simpatia y por contagiar
con tus ganas de investigar y disfrutar de tu trabajo, eres
una gran profesional. Espero que os vaya todo muy bien
a vuestro equipo de investigacion y que obtengais frutos
de vuestra investigacién lo méas pronto posible. Muchas
suerte en tu actual y futuros proyectos.
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Escribir bien no cuesta trabajo

Como debemos traducir CRISPR en espaiiol

El significado de CRISPR

En un articulo de Science de 2012, el equipo de las cien-
tificas Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier convirtié
un mecanismo de defensa bacteriano, descrito por el ilicitano
Mojica y sus colaboradores en 2005, en un revolucionario
procedimiento biotecnoldgico que ya les ha hecho merecer el
premio Princesa de Asturias de 2015'. Podemos informarnos
sobre dicha ténica, de manera mas accesible, en muchos
otros sitios: en la Wikipedia®, en la Agencia SINC?, en los
articulos del divulgador Lluis Montoliu*, o incluso en la re-
vista Investigacién y Ciencia®. De manera resumida, como
habra quedado claro tras la lectura de este niimero especial
de Encuentros en la Biologia, se trata de aprovechar la inge-
nieria genética para reescribir a voluntad el cédigo de un gen.
Hoy se encuentra entre una de las ténicas preponderantes
de correccién génica (mejor que «edicién génica» para lo
que se denomina en inglés gene editing).

CRISPR es la sigla que acund Mojica en su trabajo para
clustered regularly interspaced short palindromic repeats. Co-
mo se puede ver, el clasico ejemplo de sustantivos y adjetivos
encadenados sin preposiciones, que solo entienden los que
saben de qué va el tema. En algunos de los sitios se proponen
traducciones al espafiol que prefiero no difundir para que no
parezca que les doy validez. Si vamos al experto, Francis
Mojica ha indicado en distintas entrevistas en 2016° y 2018
que el significado de dichas siglas fue una «ocurrencia» al
encontrar «repeticiones regularmente espaciadasy (sic), y que
denominaron repeticiones palindréomicas cortas agrupadas
y regularmente interespaciadas (sic).

Muchos lectores la encontraran apropiada, sobre todo

porque lo dice quien lo cred, olvidando que seguramente la
ided en inglés y no en espaiiol. De hecho, la propuesta de
Mojica contiene varios errores idiomaticos en los que incu-
rrimos los cientificos cuando pensamos en espafol lo que
hemos leido en inglés. Por un lado, ese adverbio de modo
«regularmente» en la definicién chirria a cualquier otro lector
porque, a diferencia del inglés, el espafiol huye de este tipo
de adverbios como el gato del agua. Por otro lado, suena
muy artificioso ese encadenamiento anormal de adjetivos que
modifican a «repeticionesy. Por tanto, mi propuesta es que
los denominemos grupos de repeticiones palindromicas
cortas en intervalos regulares en el que no hay mas de dos
adjetivos juntos y se incluyen dos preposiciones que dan una
enorme naturalidad a la frase. Obviamente, se pueden hacer
variaciones en las que agrupamientos sustituya a «gruposy,
o donde se ponga espaciadas con regularidad o separadas
con regularidad en lugar de «a intervalos regulares». Eso ya
es cuestién de gustos o estilo.

iY la sigla?

Si nos fijamos, ninguna de las traducciones posibles men-
cionadas mas arriba ofrece una sigla medianamente pronun-
ciable en espafiol: GRPCIR, ARPCIR, GRPCSR, etc. Parece,
pues, légico que acabemos mantieniendo la sigla inglesa
CRISPR de uso preponderante hoy dia. También debemos
contemplar seriamente que se acabe imponiendo la forma
lexicalizada de su pronunciacién habitual entre los cientificos:
crisper (si, con acento en la i al ser llana acabada en con-
sonante que no es n ni s), al igual que hacemos con esnip
(para SNP) y esnurp (para snRNP).

"https://www.fpa.es/es/premios-princesa-de-asturias/premiados/2015-emmanuelle-charpentier-y-jennifer-doudna.html

https://en.wikipedia.org/wiki/CRISPR

3https://www.agenciasinc.es/Reportajes/El-sueno-de-editar-el-libro-de-la-vida
“https://www.comunicabiotec.org/2015/06 /16 /las-herramientas-crispr-un-regalo-inesperado-de-las-bacterias-que-ha-

revolucionado-la-biotecnologia-animal/

Shttps: //www.investigacionyciencia.es/noticias/mejoras-en-la-tcnica-de-edicin-gentica-crispr-13589
Shttps://genotipia.com/genetica_medica_ news/francis-mojica-crispr/
"https://www.elmundo.es/papel /historias/2018/01/27 /5a69c4af468aeb9d738b4638. html
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Para saber mas:

M.G. Claros El nanoblog del Gonz. 2019 [consulta: 11-XI11-19]

M. Jinek, K. Chylinski, |. Fonfara, M. Hauer, J.A. Doudna y E. Charpentier (2012) A Programmable Dual-RNA-Guided
DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity. Science 337(6096), 816-821. DOI: 10.1126/science.1225829.

F.J.M. Mojica, C. Diez-Villasefior, J. Garcia-Martinez y E. Soria (2005) Intervening Sequences of Regularly Spaced
Prokaryotic Repeats Derive From Foreign Genetic Elements. J. Mol. Evol. 60(2), 174-82. DOI: 10.1007/s00239-004-0046-3.

F.A. Navarro. Laboratorio del lenguaje. 2019 [consulta: 11-XII-19]

F.A. Navarro. Diccionario de dudas y dificultades de traduccion del inglés médico v 3.14. Ed Cosnautas. 2019

M. GoNzALO CLAROS &1



https://mgclaros.blogspot.com/2015/12/que-significa-cripr-en-espanol.html
http://www.sciencemag.org/content/337/6096/816
https://doi.org/https://doi.org/10.1007/s00239-004-0046-3
https://medicablogs.diariomedico.com/laboratorio/?s=CRISPR&x=0&y=0
http://www.cosnautas.com/es/catalogo/diccionario-medico-librorojo
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La imagen comentada

RATONES EDITADOS GENETICAMENTE CON LA HERRAMIENTA CRISPR.

Ratones editados genéticamente con las herramientas de pigmentacién. El ratén de la derecha es un individuo
CRISPR para estudiar el albinismo. Al ratén de la izquierda, control, intacto, con el nivel de pigmentacién normal que le
mas clarito, se le ha eliminado, mediante CRISPR, unas corresponde.
secuencias de ADN reguladoras que dirigen la expresion del
gen de la tirosinasa, que determina la sintesis de melanina. Dr. Lluis Montoliu (CNB-CSIC). Seruggia et al. Nucleic Acids
El efecto de la eliminacién especifica de ADN es la pérdida Research 2015. 43(10):4655-67 doi: 10.1093/nar/gkv375.



https://academic.oup.com/nar/article/43/10/4855/2409455

i VOL.XII...No.170 ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA 36

Ambito y politica editorial

La revista Encuentros en la Biologia (ISSN 1134-8496) es una revista de divulgacién cientifica con caracter
interdisciplinar, esta editada por la Universidad de Malaga y publica periédicamente (primavera, verano, otofio,
invierno) aquellas contribuciones originales que se enmarcan en un dmbito de encuentro entre las ciencias bioldgicas
y las demas fuentes de conocimiento cientifico; esto es, conocimiento testado experimentalmente y avalado al
menos por una fuente primaria de documentacién. Aceptarad también la edicién de biografias de autores relevantes,
de resefias de libros y trabajos especializados, de imagenes para la portada, la secciéon «La imagen comentada» y
otras secciones especializadas, asi como noticias, comunicaciones y eventos relacionados con la biologia. La
editorial valorard positivamente la contribucién de los trabajos en un formato ameno y accesible para estudiantes
y profesores de todas las areas de la biologia, al igual que la presentacidn de las Gltimas novedades cientificas en este area.

Encuentros en la Biologia es un foro de difusién abierto para todas aquellas personas que estén interesadas en
enviar sus aportaciones. Las contribuciones asi presentadas deberan ajustarse a la politica editorial y a las normas que
a continuacién aparecen como «lnstrucciones para los Autoresy. La revista se reserva el derecho a realizar cuantas
modificaciones en forma y disefio estime oportunas.

Instrucciones para los autores

1. Todas las contribuciones seran inéditas o contaran con tes en superl'ndicem. Al final del mismo, se incluira la
la autorizacién expresa del organismo que posea los de- seccién de Bibliografia o Referencias de acuerdo con el
rechos para su reproduccién, en cuyo caso la edicién estilo del siguiente ejemplo:
incluird la referencia de su autoria. Los manuscritos Einstein Z y Zwestein D. Spatial integration in the
recibidos podrian revisarse con medios técnicos para temporal cortex. Res Proc Neurophysiol Fanatic Soc 1:
deteccién de plagios. 45-52, 1974,

2. Cada contribucién constara de un titulo, el nombre com- Si hay mas de dos autores, se citara el primero seguido
pleto del autor o autores, su afiliacién (institucional, de «y otrosn.

académica o profesional) y correo electrénico. Para dis-
tinguir la afiliacion de diferentes autores utilice simbolos
(*, 1,1, 8§ 9, etc.) después del nombre de cada uno.

Si el texto principal no incluye referencias bibliografi-
cas, se ruega a los autores que aporten 3-4 referencias

generales «para saber mas» o «para mas informaciénn.
3. El documento se puede enviar en formato txt, rtf,

sxw/odt (OpenOffice/LibreOffice), doc/docx (MS- 8. Se anima a contribuir a la seccién la imagen comentada

Word) o tex (TEX). Manuscritos largos pueden dividirse con imégenes originales o de libre distribucién (300 ppp
en varias partes que aparecerian en nimeros distintos. de resolucion como minimo) aco_mpanadas en documen-
to aparte con un breve comentario de unas 300 palabras

4. Los nombr I rotein ribirdn en mayuscu- . . AR L
0% bres de las proteinas se escribiran en mayiscu relacionado con la misma (descripcién, informacién, téc-

las y redondilla (ABC o Abc). Los de genes y especies

, ) - D nica, etc.).
apareceran en cursiva (ABC, Homo sapiens). También
se pondran en cursiva los términos que se citen en un 9. Se considerara cualquier contribucién para las distintas
idioma distinto al castellano. secciones de la revista.

5. Los autores que no sean castellanohablantes pueden 10. Envio de contribuciones: el original se enviard por correo
remitir sus manuscritos en inglés. Una vez aceptado, el a los coeditores o a cualquier otro miembro del comité
equipo editorial elaborard un resumen en castellano. editorial que consideren mas afin al tema de la contribu-

6. Las tablas, figuras, dibujos y demas elementos graficos cién. Como dltimo recurso, se pueden enviar por correo
deberan adjuntarse en ficheros independientes. Cuando postal acompafiados de un CD. No se devolvera ningtin
sea posible, utilice el formato vectorial no propietario original a los autores.
pdf, svg, eps o ps. En caso de fotografias o figuras 11. La aceptacién de todas las contribuciones se hara a peti-
tipo bitmap se pueden enviar en formato jpg, tif o cién de los miembros del equipo editorial, manteniendo
png con una resolucién minima de 300 ppp. Existe la en todo caso los coeditores la decisién final sobre la mis-
posibilidad de incorporar breves animaciones en formato ma. Tambien se podré sugerir al autor mejoras formales
gif a baja resolucién. o de contenido para adaptar el articulo al perfil de la

7. Las referencias bibliograficas se citaran dentro del propio revista. La notificacién se enviard por correo electrénico

texto, numeradas por orden de aparicién, entre corche- al autor que figure como corresponsal.
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