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Resumen

La fibrosis quistica es una enfermedad genética letal causada por diferentes
mutaciones en el gen cftr, el cual codifica para un canal de cloruro situado en la
mayoria de los epitelios. La funcién aberrante de esta proteina conduce a la
formacion de un moco espeso que obstruird el 6rgano en cuestién, siendo los
pulmones y el pancreas los mas afectados. Anteriormente, el tratamiento para
esta enfermedad se centraba en la mejora de la sintomatologia. Gracias a los
avances en el conocimiento de las bases moleculares de este trastorno, en la
actualidad existen terapias dirigidas a mejorar el defecto proteico o a corregir las
mutaciones subyacentes. No obstante, no se ha encontrado una cura definitiva
y, con este fin, se esta investigando aplicar el potencial de edicidon gendmica del
sistema CRISPR/Cas9. Sin embargo, antes de aplicar cualquier investigacion
con fines clinicos resulta esencial consensuar internacionalmente las normas
éticas que regularan la edicion de genes humanos.

Resumo

A fibrosis quistica € unha enfermedade xenética letal causada por diferentes
mutacions no xen cftr, o cal codifica para unha canle de cloruro situada na
maioria dos epitelios. A funcidén aberrante desta proteina conduce a formacion
dun moco espeso que obstruird o 6rgano en cuestién, sendo os pulmoéns e o
pancreas o0s mais afectados. Anteriormente, o tratamento para esta
enfermedade centrabase na mellora da sintomatoloxia. Grazas aos avances no
cofiecemento das bases moleculares deste trastorno, na actualidade existen
terapias dirixidas a mellorar o defecto proteico ou a corrixir as mutacions
subxacentes. Non obstante, non se encontrou unha cura definitiva e, con este
fin, investigase aplicar o potencial de edicion xen6mica do sistema
CRISPR/Cas9. Sen embargo, antes de aplicar calqueira investigacion con con
finsclinico, resulta esencial estar de acordo internecionalmentenas normas éticas
gue regularan a edicion de xenes humanos.

Abstract

Cystic fibrosis is a lethal genetic disease caused by different mutations in the cftr
gene, which codes for a chloride channel located in most epithelia. The aberrant
function of this protein leads to the formation of thick mucus that obstructs the
organ in question, with the lungs and pancreas being the most affected.
Previously, treatment for this disease focused on improving symptoms. Thanks
to advances in knowledge of the molecular basis of this disorder, there are
currently targeted therapies to improve the protein defect or correct underlying
mutations. However, a definitive cure has not been found and, to this end, the
application of the genomic editing potential of the CRISPR / Cas9 system is being
investigated. Nevertheless, before applying any research for clinical application,
Is essential an international agreement regarding the ethical norms that will
regulate the editing of human genes.

Palabras clave: fibrosis quistica, proteina CFTR, CRISPR/Cas9, edicion
geneética.



Abreviaturas

ADP: adenosin difosfato.

ATP: adenosin trifosfato.

ASOs: oligonucledtidos antisentido (AntiSense Oligonucleotides).

cAMP: adenosin monofosfato ciclico.

Cas: endonucleasas asociadas a CRISPR (CRISPR-Associated Proteins).
CFTR: regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator).

CRISPR: agrupacion de repeticiones cortas palindromicas regularmente
espaciadas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats).
crRNA: RNA CRISPR (CRISPR RNA).

DNA: acido desoxirribonucleico.

DSB: rotura de doble cadena en el DNA (Double Strand Break).

EGE: Grupo Europeo de Etica en la Ciencia y las Nuevas Tecnologias (The
European Group on Ethics in Science and New Technologies).

ENaC: canal de sodio epitelial (Epithelial Sodium Channel).

FQ: fibrosis quistica.

F508del: delecion de la fenilalanina de la posicion 508.

HDR: recombinacién homadloga dirigida (Homology Directed Repair).

HNH: dominio nucleasa de Cas9.

HITI: insercién dirigida independiente de homologia (Homology-Independent
Targeted Insertion).

MRNA: RNA mensajero.

NBD: dominio de unién a nucleotidos (Nucleotide Binding Domain).

NHEJ: union de extremos no homologos (Non-Homologous End Joining).

PAM: motivo adyacente al protoespaciador (Protospacer Adjacent Motif).

Pi: fosfato inorganico.

PKA: proteina quinasa A.

PKC.: proteina quinasa C.

PTCs: codones de terminacion prematuros (Premature Termination Codons).
RE: reticulo endoplasmatico.

RNA: &cido ribonucleico.

RNasa: ribonucleasa.

RuVC: dominio con actividad nucleasa de Cas9.

sgRNA: RNA guia monohebra (Single Guided RNA).

siRNA: RNA pequefio interferente (Small Interference Ribonucleic Acid).

TMD: dominio transmembrana (TransMembrane Domain).

tracrRNA: molécula transactivadora de crRNA (Trans-Activating CRISPR-RNA).
Transportadores ABC: transportadores de casetes de union a ATP (ATP Binding
Casette).



1. Introduccion

La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno autosomico recesivo que afecta a
aproximadamente 70.000 personas en todo el mundo (Collaco & Cutting,2019).
Esta enfermedad genética es causada por mutaciones en el gen cftr (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator), el cual codifica un canal
transmembrana de iones cloruro llamado regulador de conductancia
transmembrana de la FQ (CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator)
(Riordan et al., 1989). Esta proteina transportadora se encuentra en la
membrana apical de las células epiteliales exocrinas y su funcién principal es
permitir la regulacion de la secrecién de iones cloruro. Una deficiencia en dicha
proteina conduce a un desequilibrio en el movimiento de agua e iones a través
del epitelio, lo que resulta en un moco engrosado, infeccidén bacteriana cronica e
inflamacion, con pérdida progresiva de la funcion del o6rgano afectado
(Christopher Boyd et al., 2020). Es una enfermedad multisistémica, dado que el
CFTR se encuentra en la mayoria de los epitelios, pero los mas afectados son
los pulmones y el pancreas (Ortigosa, 2007). El defecto se hereda de manera
autosomica recesiva, por lo que se requiere que ambos padres sean portadores
del gen defectuoso para que el recién nacido presente la enfermedad (Oscar
Fielbaum, 2011).

La incidencia de esta enfermedad alrededor del mundo no es uniforme, sino que
varia en funcion de la ubicacién geogréfica y del origen étnico del individuo
(Navarro, 2016). En las poblaciones caucasicas, es la enfermedad genética letal
mas comun (O’sullivan & Freedman, 2009) y su prevalencia es mayor en Europa,
Ameérica del Norte y Australia (Elborn, 2016). En los ultimos afios, la esperanza
de vida de los pacientes se ha incrementado notablemente, de hecho, la
esperanza de vida de las personas nacidas con FQ en 1950 era de 1 afio y en
la actualidad es de 40 afos (O’sullivan & Freedman, 2009). Este aumento de la
esperanza de vida es debido a la atencibn médica de mejor calidad, dirigida
principalmente a las complicaciones respiratorias y la insuficiencia pancreética,
ya que son los dos factores mas determinantes en la evolucion de la enfermedad
(Ortigosa, 2007). En concreto, el 80% de las muertes de pacientes es con FQ
son debidas a problemas en las vias respiratorias (Turcios, 2020).

Desde la secuenciacion del gen cftr se ha conseguido avanzar en la comprension
de las causas moleculares de la enfermedad. Existen cerca de 1900 mutaciones
en el gen cftr que afectan a diferentes aspectos de la proteina (Du et al., 2005).
Como consecuencia, se han clasificado las mutaciones en 6 clases en funcién
de sus alteraciones funcionales: falta de produccion de la proteina (clase ),
interrupcién del trafico por ubiquitinacién y degradacion (clase Il), defecto en la
regulacion (no es activada por ATP, clase lll), reduccion de su actividad (clase
IV), fallos en la traduccion que no producen proteinas funcionales (clase V) y
reduccion de la estabilidad de las proteinas presentes en la membrana celular
(clase VI) (O’sullivan & Freedman, 2009). La mutacion mas frecuente es
F508del, que representa aproximadamente dos tercios de los alelos mutados en
las poblaciones del norte de Europa y América del Norte (Lao et al., 2003).



Consiste en la eliminacion de un residuo de fenilalanina en la posicion 508 que
impide la insercion del canal en membrana celular (mutacion clase 1) (Du et al.,
2005).

El avance en el conocimiento de bases génicas de la enfermedad ha permitido
la investigacion de tratamientos que actlan sobre las anomalias proteicas que
las distintas clases de mutaciones producen, en los que se engloban: los
moduladores de proteinas, diferentes terapias génicas (como los
oligonucledtidos antisentido) y sistemas de edicion génica (Christopher Boyd et
al., 2020). En relacion a estos ultimos, el sistema CRISPR (agrupacion de
repeticiones cortas palindrémicas regularmente espaciadas) se ha usado en
diferentes estudios y la comunidad cientifica lo considera una potencial
herramienta para la cura definitiva de esta enfermedad. No obstante, hay que
tener en cuenta el evidente trasfondo ético que conlleva modificar la informacion
genética de un ser humano.

2. Objetivos

El objetivo principal para llevar a cabo este trabajo es realizar una revision
bibliografica sobre la fibrosis quistica a fin de:

e Explicar las causas moleculares y genéticas de la enfermedad, aportando
informacion sobre la proteina y el gen cftr asi como las mutaciones que
ocurren en él.

e Comentar los tratamientos que se llevan a cabo en la actualidad para
combatir la enfermedad incluyendo el uso del sistema CRISPR como una
potencial herramienta para curar definitivamente la enfermedad, teniendo
en cuenta el dilema ético de la edicién génica.

3. Materiales y métodos

Para la realizacion de la revision bibliografica se llevo a cabo una busqueda tanto
de articulos de revision como de investigacion cientifica en las bases de datos
de PubMed (del NIH, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) y de Google Scholar.
Para citar los articulos y realizar la bibliografia se ha usado el gestor bibliografico
Mendeley.

4. Resultados

4.1. Proteina CFTR: estructura, biosintesis y funciones

La fibrosis quistica esta causada por mutaciones en el gen cftr, el cual codifica
para CFTR, un canal de cloro regulado por cAMP que pertenece a la familia de
transportadores de casetes de union a ATP (familia ABC, ATP binding casette)
(Riordan et al., 1989). Este canal idnico reside en las membranas apicales y en
los endosomas de las células epiteliales que recubren las vias respiratorias, el



intestino y una variedad de glandulas exocrinas, donde juega un papel clave en
la homeostasis de la sal (cloruro sédico) y el agua (Jilling et al., 1997). Una
deficiencia en dicha proteina origina secreciones anormalmente viscosas en las
vias respiratorias de los pulmones y en los conductos del pancreas, que causan
obstrucciones que conducen a inflamacion, dafio tisular y destruccién de ambos
sistemas de 6rganos. También se ven afectados otros sistemas organicos que
contienen epitelios, como las glandulas sudoriparas, el conducto biliar del
higado, el tracto reproductor masculino y el intestino (Elborn, 2016).

Como el resto de miembros de la familia de proteinas ABC, CFTR esta
compuesta por 4 dominios (Figura 1): dos dominios transmembrana (TMDs del
inglés transmembrane domains), generalmente compuestos por 6 segmentos
transmembrana, y dos dominios de union a nucleétidos citosélicos (NBDs del
inglés nucleotide binding domain), en este caso el ATP (Sheppard & Welsh,
1999). Ademas, CFTR contiene un dominio regulador (R) ubicado en el
citoplasma entre los complejos MSD-NBD. Este dominio contiene multiples
residuos consenso de serina/treonina que son sitios de fosforilacion para varias
proteinas quinasas, en las que se incluyen la proteina quinasa dependiente de
cAMP (PKA, protein kinase A) y la proteina quinasa C (PKC, protein kinase C)
(Hwang et al., 2018).
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Figura 1. Estructura esquematica de la proteina CFTR con sus diferentes
partes: dominios transmembrana (TMD1 y TMD2), dominios de unién a
nucleétidos (NBD1 y NBD2), dominio regulador, dominio amino-terminal
(NH2) y dominio carboxilo-terminal (COOH). Ademas, se representan los
sitios de fosforilacion de PKA (sefialados con una flecha) y de PKC (sefialados
con una flecha y subrayados). Modificado de Vankeerberghen et al., 2002.

El gen cftr se traduce como una proteina de aproximadamente 140 kDa (1480
aminodacidos) que requiere ser procesada para convertirse en una forma madura
de 180kDa (Riordan et al.,, 1989). Mediante un proceso co-traduccional, la
proteina se asocia a la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) a través del
traslocon Sec6l, sufriendo una N-glicosilacion en una region extracelular de
TMD2 (las glicosilaciones se pueden observar tanto en la Figura 1 como en la
Figura 2). Como consecuencia, el peso molecular de la proteina CFTR aumenta
de 140kDa a 150 kDa. Posteriormente, gracias a proteinas chaperonas, como
calnexina y Hsp70, el polipéptido se pliega correctamente en el interior del RE y



se vuelve resistente a las proteasas citosdlicas. No obstante, este proceso de
plegado es muy poco eficiente y solamente el 25% de los productos de la
traduccion alcanzan un plegamiento correcto y pueden abandonar el RE, el resto
se degrada en una via dependiente de ubiquitina por el complejo citosoélico
proteasoma 26S (Vankeerberghen et al., 2002). La ubiquitinacion juega un papel
importante en el proceso de biosintesis de CFTR y se ha demostrado que los
polipéptidos CFTR estan ubiquinados antes de que se complete la traduccion. El
equilibrio entre la desubiquinacién por unas isopeptidasas y el alargamiento de
la cadena de ubiquitina determina si continla el proceso de maduracion (se
traslada a las pilas del Aparato de Golgi) o se degrada por el complejo
proteasoma 26S (Figura 2) (Gadsby & Nairn, 1994).

En el caso de las CFTR que presentan la mutacion F508del (delecidon de la
Fenilalanina 508), que es la mutacion mas frecuente, el proceso de plegamiento
es completamente ineficiente, ya que la totalidad de las proteinas mutantes se
degradan (Figura 2). Esto se debe a que, al contrario de lo que ocurre con las
CFTR de tipo salvaje, en el caso de las mutantes las proteinas calnexinay Hsp70
permanecen unidas a CFTR en todo momento. La proteina calnexina retiene la
proteina en la membrana del RE, mientras que se forma el complejo Hsp70-
CHIP, que facilita la degradacién de las formas inmaduras de CFTR (Pind et al.,
1994). La proteina CHIP tiene un dominio TRP que le permite interaccionar con
Hsp70 y un motivo U-box gracias al cual interactia con subunidades del
proteasoma. La degradacion por parte del proteasoma 26S se produce en el
citosol, por lo que la proteina mal plegada debe salir del RE por el traslocén
Sec61 (Vankeerberghen et al., 2002). Por lo tanto, el nivel de expresién de CHIP
determina la cantidad de CFTR ubiquinado y, como consecuencia, degradado.
Las diferencias entre células en la expresion de CHIP podrian dar como
resultado una distribucién especifica de tipo de célula de CFTR en la membrana
celular (Meacham et al., 2001).
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Figura 2. Esquema de la ruta de maduracién que siguen las proteinas CFTR
desde el RE hasta la membrana plasmatica. Tanto el CFTR de tipo salvaje como
el mutante F508del ingresan al reticulo endoplasmatico durante los procesos de
transporte co-traduccional. Posteriormente, el CFTR de tipo salvaje se pliega con
la ayuda de chaperonas, como calnexina y Hsp70-CHIP, en una forma resistente
a la proteasa que puede salir del RE y madurard ain mas en las pilas de Golgi
antes de que llegue a la superficie celular. Aproximadamente el 25% de las
proteinas CFTR se pliegan correctamente, el resto seran degradados por el
proteasoma. Una vez presente en la membrana celular, la proteina se recicla a
través de ciclos de endocitosis y exocitosis. La proteina finalmente se degrada
en los lisosomas. Modificado de Vankeerberghen et al., 2002.

Por el contrario, si CFTR continta con el proceso de maduracion, la proteina se
trasladara a las pilas del Aparato de Golgi. Los grupos de glicosilacion se
modifican adicionalmente para formar una proteina madura de 170 kDa que
posteriormente se integrara en la membrana plasmatica (Vankeerberghen et al.,
2002). Una vez presente en la superficie celular, el CFTR se somete a ciclos de
endocitosis a través de vesiculas recubiertas de clatrina y se recicla de nuevo a
la membrana celular (Lukacs et al., 1997). Este proceso de reciclaje esta
regulado por cAMP, de tal manera que un aumento de este nucleétido da como
resultado un aumento neto en la cantidad de proteinas CFTR presentes en la
membrana celular porque inhibe la internalizacién (Prince et al., 1994). La
proteina madura tiene una vida media de 16 h y finalmente es reclutada de la
membrana celular para ser dirigida a los lisosomas para degradacion (Jilling et
al., 1997).

La regulacion de la expresion de CFTR es, por lo tanto, muy compleja tanto en
el nivel transcripcional mediante el inicio de la transcripcion, la posicién de los
sitios de inicio de la transcripcion y la formacién de transcripciones empalmadas
alternativamente, como en el nivel (post) traduccional donde el equilibrio entre la
maduracion de proteinas y la degradacion esta determinado por al menos dos
factores, la ubiquinacion y la accién de diferentes chaperonas (Jilling et al.,
1997).

La funcion mas reconocida de la proteina CFTR es la de ser un canal de cloruro
regulado por cAMP. No obstante, desempefia otras funciones como la secrecion
de iones bicarbonato, que regula el pH del liquido de la superficie de las vias
respiratorias, y la inhibicion del canal de sodio epitelial (ENaC, epitelial sodium
channel) (Palma et al., 2017). Los dominios MSD forman un poro selectivo para
los iones CI- cuya apertura y cierre esta regulada por dos procesos: fosforilacion
del dominio R por PKA e hidrélisis de ATP por NBDs (Csanédy et al., 2019). Un
modelo sencillo de como se produce la regulacion de los CFTR se explica a
continuacion. Cuando el dominio R de CFTR esta parcialmente fosforilado, solo
el NBD1 podra unir e hidrolizar ATP, lo que dara como resultado breves
aperturas del canal y el CI ser& transportado a favor de gradiente electroquimico.
Cuando el dominio R esta completamente fosforilado, el NBD2 podra unirse a
ATP. De esta forma, se logra una estabilizacién del estado abierto y se
observaran aperturas largas del canal. Cuando el ATP se hidroliza en NBD2 y
los productos de hidrolizacion (ADP y Pi) se liberan en ambos NBD, el canal se
cerrara. Finalmente, el dominio R es desfosforilado por fosfatasas (por ejemplo,
PP2Ay PP2C) y los NBDs ya no pueden unirse a ATP y el canal permanecera



en el estado cerrado hasta que el dominio R se vuelva a fosforilar por PKA
(Anderson et al., 1991).
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Figura 3. Esquema del funcionamietno del canal de cloro CFTR
regulado por la fosforilacion de PKA y la hidrélisis de ATP por
parte de los NBDs Modificado de Vankeerberghen et al., 2002.

A diferencia de la mayoria de transportadores ABC, en los cuales los NBDs se
unen e hidrolizan ATP para bombear activamente un sustrato a través de las
membranas, en el CFTR los iones cloruro fluyen pasivamente a favor de
gradiente electroquimico. En este caso, los NBDs se encargan de la apertura y
cierre del poro transmembrana (Gadsby & Nairn, 1994).

Aunqgue el transporte de los iones CI sea la funcion mas conocida de CFTR,
algunas otras funciones que desempefa pueden ser igual de importantes para
causar la enfermedad. Ademas de transportar iones ClI, el canal CFTR también
moviliza iones bicarbonato (HCO"). En la FQ los iones HCO™ no se transportan y
como consecuencia el pH extracelular es mas acido, causando en ultimo término
una hiperabsorcion de Na* y la consiguiente deshidratacion (Tang et al., 2008).
Ademas, al canal CFTR se le atribuyen otras funciones: acidificacion de los
organulos intracelulares, regulacion del transporte de vesiculas intracelulares, la
migracion celular etc. (O’sullivan & Freedman, 2009).

La interaccion del CFTR con otros canales ionicos, especialmente el canal de
sodio epitelial (ENaC), y las interacciones del CFTR con las vias celulares
relacionadas con la inflamacion podrian ser importantes en la fisiopatologia de
la enfermedad (Elborn, 2016). La deficiencia de la proteina CFTR es
especialmente importante en los pulmones y en el pancreas, donde las
mutaciones de la CFTR producen secreciones anormalmente viscosas que
causan obstrucciones que conducen a inflamacién, dafio tisular y destruccién de
ambos sistemas de organos. Ademas, también se ven afectadas las glandulas
sudoriparas (Cutting, 2015).



La FQ afecta fuertemente a los pulmones, de hecho, aproximadamente un 80%
de las muertes de pacientes con esta enfermedad se deben a complicaciones
respiratorias (Turcios, 2020). La principal funcién de CFTR en los pulmones es
mantener la capa de liquido superficial y regular el canal ENaC. En la FQ el
CFTR no funciona y el ENaC esta desregulado, esto implica un aumento en la
reabsorcion de sodio y agua, que conlleva la formacién de un liquido viscoso
(Palma et al., 2017). Como consecuencia, se pierde el aclaramiento mucociliar,
es decir, los cilios no son capaces de mover esa capa de liquido con el fin de
arrastrar las particulas nocivas y que sean deglutidas. La pérdida de este
fendémeno provoca que se favorezcan las infecciones recurrentes (Elborn, 2016).
El ciclo progresivo de dafio pulmonar producido por taponamiento mucoso
recurrente, infeccion e inflamacion forman la base de la patologia pulmonar por
FQ (Boyle & de Boeck, 2013). Por otro lado, en el pancreas la FQ produce una
pérdida de funcién exocrina. Como consecuencia, se produce una importante
desnutricion que lleva a la muerte en la primera década de vida de la mayoria de
pacientes no tratados (Cutting, 2015).

En las glandulas sudoriparas, en condiciones normales tanto los iones de sodio
como los iones cloruro se reabsorben debido al gradiente electroquimico. No
obstante, cuando CFTR presenta mutaciones, el Cl- del lumen no se reabsorbe
y este exceso de cargas negativas en el exterior de la célula despolariza la
membrana apical, lo que dificulta la reabsorcién de Na* por la atraccion entre
cargas opuestas. Como consecuencia, ambos iones se acumulan en la luz de
los conductos y se produce una liberacién de gran cantidad de cloruro sédico
durante la sudoracion. De hecho, la prueba diagndstica tradicional para la FQ
consiste en realizar un test del sudor del paciente para comprobar sus niveles
de NaCl (Palma et al., 2017). Ademas, el conducto biliar, el tracto reproductor
masculino y el intestino también se pueden ver afectados a lo largo del
transcurso de la enfermedad.

4.2. Causas genéticas y moleculares de la fibrosis quistica

La fibrosis quistica es una enfermedad genética causada por diferentes
mutaciones en el gen cftr (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator),
gue codifica para la proteina CFTR (O’sullivan & Freedman, 2009). El gen cftr se
localiza en el cromosoma 7 humano (concretamente en la region g31), tiene un
tamafno de 250 kb y contiene 27 exones (Figura 4) (Csanady et al., 2017). La
enfermedad presenta un patrén de herencia recesivo clasico, es decir, una
persona debe tener una mutacion CFTR patolégica en cada cromosoma para
desarrollar el fenotipo de la enfermedad (Boyle & de Boeck, 2013). Debido a su
gran tamafo, ofrece un extenso blanco mutacional y por el momento se han
descrito mas de 2000 mutaciones. El 40% de las mutaciones conocidas hasta
ahora causa el cambio de 1 s6lo aminoacido, el 35% altera el procesamiento de
RNA, el 4% implica grandes reorganizaciones de la CFTR, el 1% afecta a las
regiones promotoras, el 13% se consideran neutrales y el 7% desconocidas
(Cystic Fibrosis Mutation Database, 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica del gen cftr con sus 27 exones (en morado) y las
diferentes mutaciones que afectan a los exones (en fucsia) y a los intrones (verde). Se puede
observar las distintas mutaciones que afectan a cada regién del gen. (Indel: insercién o delecion).
Modificado de Cystic Fibrosis Mutation Database, 2011.

Tradicionalmente se han clasificado las mutaciones en 6 clases en funcion del
proceso que se ve afectado (biosintesis, procesamiento y estabilidad en la
membrana celular) (Figura 5) (Sloane & Rowe, 2010). No obstante, la agrupacion
de una mutacion en una clase a veces puede ser problemética, ya que multiples
procesos pueden verse alterados por una sola variante. Un ejemplo de esto es
F508del, la mutacion mas frecuente del gen cftr, causa un plegamiento incorrecto
de CFTR y la posterior degradacion de la mayor parte de la proteina sintetizada
(Cutting, 2015).

Las mutaciones de Clase | se caracterizan porque no permiten producir
proteinas CFTR funcionales. La mayoria son mutaciones sin sentido que causan
codones de parada prematuros. Otras mutaciones que se incluyen en esta clase
son: mutaciones de empalme canodnico y deleciones cromosomicas.

Las mutaciones de clase Il provocan un plegamiento incorrecto de las
proteinas, lo que evita el trafico de CFTR desde el RE hasta la membrana
plasmatica. En su lugar, seran degradadas por el proteasoma. Como
consecuencia, muy poco CFTR funcional llegara a la membrana celular. En esta
clase se encuentra la mutacion F508del, la cual es la mutacibn mas comuan del
gen cftr en humanos. Casi el 90% de los pacientes con FQ a nivel mundial
presentan esta mutacion en al alelo del gen CFTR, y aproximadamente el 50%
son homocigotos (la presentan en ambos alelos), lo cual agrava la situacion.

En las clases Il y 1V, el CFTR alcanza la membrana celular pero las
mutaciones evitan el correcto funcionamiento del canal. En la clase Il existe una
activacién anormal, lo que causa una reduccion en el tiempo de apertura del
canal. Las mutaciones de la clase IV se caracterizan por una conductividad
reducida del poro, es decir, a diferencia de las de clase Ill, la actividad se reduce
incluso cuando esta abierto.

Dentro de la clase V se agrupan las mutaciones que provocan una funcion
inadecuada de CFTR debido a la cantidad reducida de CFTR normal en la
membrana. Generalmente son mutaciones en los intrones que reducen la
eficiencia de la produccion de la proteina porque afectan al empalme.

Finalmente, las mutaciones de clase VI son poco frecuentes, al igual que
las de clase V, provocan cantidades reducidas de CFTR funcional en la
superficie celular, pero esta vez se debe a la disminucién de la estabilidad del
CFTR maduro en la membrana celular (Boyle & de Boeck, 2013).
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Figura 5. Esquema en el que se muestran las distintas clases de mutaciones y el caso de una
proteina CFTR funcional normal. Cada clase va acompafada de una ilustracién, el defecto
molecular que causa la mutacion, la alteracion que provoca en la proteina CFTR y ejemplos.
El circulo azul de gran tamafio representa el canal unido a la membrana y en blanco podemos
ver su capacidad de apertura. Modificado de Quintana-Gallego et al., 2014.

Como se ha mencionado anteriormente, la mutacion F508del es la mas comun
y representa aproximadamente el 70% de los alelos mutados de la FQ en todo
el mundo, el 30% de los alelos restantes muestra una gran heterogeneidad
(Bobadilla et al., 2002). Debido a su elevada frecuencia, los esfuerzos médicos
en desarrollar una cura definitiva para la FQ estan centrados sobre todo en
solucionar este caso. La mutacion F508del causa un plegamiento incorrecto de
CFTR y en ultimo término, conduce a la degradacion intracelular de la proteina
(mutacion de clase Il) (Sloane & Rowe, 2010). Debido a que el proceso de
reconocimiento y degradacién de la proteina mal plegada no es 100% eficiente,
algunos individuos con esta mutacion pueden exhibir niveles bajos de expresion
superficial de F508del CFTRy, por tanto, una actividad parcial del canal i6nico y
un fenotipo de FQ mas leve. Estos pacientes podrian ser mas susceptibles a una
reparacion de la proteina (Bronsveld et al., 2001).

4.3. Tratamientos actuales de la fibrosis quistica

Anteriormente, el tratamiento de la FQ se centraba Unicamente en la mejora
sintomatica y la prevencion de complicaciones. Actualmente, gracias a los
avances en el estudio de la enfermedad, el objetivo es corregir el defecto basico
que la subyace. Para ello existen 2 enfoques diferentes: la terapia molecular,
encaminada a corregir el defecto a nivel de la proteina (farmacos moduladores)
y la terapia geénica, dirigida a corregir la alteracion génica (nucleétidos
antisentido, vectores virales etc.) (Quintana-Gallego et al., 2014). Ademas, los
medicamentos para mejorar la sintomatologia de los pacientes se han mejorado
(Rafeeq & Murad, 2017). Un resumen de los distintos tipos de tratamiento de la
FQ se muestra a continuacion en la Tabla 1:



Tratamientos en la fibrosis quistica

Via de actuacién Objetivo Medicamentos/Técnicas

.
-

Infeccién pulmonar Antibidticos (azitromicina, amoxicilina...)

W

* Inflamacién pulmonar
Mejora sintomatica |« Porblemas nutricionales

Esteroides y antiinflamatorios no esteroideos

w

Enzimas pancreéticas, multivitaminas y antioxidantes

.
v

Deshidratacion Blogueadores de canales de Na, diluyentes de moco y soluciones salinas

hiperténicas

W

) Supresores PTCs (Gentamicina y Altaruren)
Terapias moleculares

* Defectos en la proteina
(moduladores) P

Potenciadores (Ivacaftor)
Correctores (Lumacaftor)

Vectores virales (adenovirus y virus adenoasociados)
Vectores no virales (liposomas y nanoparticulas sintéticas)

Terapias génicas + Mutaciones genéticas Moléculas de RNA pequefio interferente

w W v W W -

Oligonucledtidos antisentido

- Sistemas de edicién genética (sistema CRIPSR)

Tabla 1. Diferentes tratamientos en la fibrosis quistica. Existen 3 vias para tratar la enfermedad:
mejorar la sintomatologia, terapias moleculares o terapias génicas. En la tabla se muestran los
objetivos de cada una de ellas, asi como los principales farmacos/técnicas que se emplean
segun el tipo de objetivo.

4.3.1. Terapias moleculares

Los moduladores de CFTR son un grupo de medicamentos que actlian sobre
la actividad de la proteina CFTR. Dentro de los farmacos moduladores se han
identificado 3 grupos principales y cada uno actia sobre distintas clases de
mutaciones (Derichs, 2013).

En primer lugar, los supresores de codones de parada prematura
(supresores PTC, del inglés Premature Termination Codons) actlan sobre las
mutaciones sin sentido (pertenecientes a la clase |). Estos farmacos evitan la
identificacion del codon de parada prematuro por parte del ribosoma, por lo que
la proteina puede traducirse al completo (Quintana-Gallego et al., 2014). Los
aminoglucésidos fueron los primeros PTCs usados, concretamente la
Gentamicina (Howard et al., 1996). Posteriormente, se sintetizaron moléculas
como el Altaruren o PTC124 (Welch et al., 2007). No obstante, los resultados de
estos medicamentos no fueron los esperados. Por lo tanto, hasta la fecha no hay
medicamentos totalmente eficaces para las mutaciones de clase |, que estan
presentes en aproximadamente 10% de pacientes con FQ (de la Hoz et al.,
2019).

En segundo lugar, los denominados potenciadores de CFTR tienen como
objetivo mejorar la funcion de la proteina CFTR que esta presente en la superficie
celular. Este grupo de medicamentos pueden actuar por tanto sobre las
mutaciones de clases lll, 1V, V y VI (Quintana-Gallego et al., 2014). El Ivacafor
(VX-770) es el farmaco mas conocido dentro de este grupo (Sloane & Rowe,
2010).

Por Ultimo, los denominados farmacos correctores de CFTR estan
disefiados para corregir el trafico de proteinas plegadas incorrectamente
(mutacién de clase Il) hasta la membrana celular, donde podria hacer su funcion
casi con normalidad. Este tipo de mutaciones estan presentes en un elevado
namero de pacientes con FQ, ya que incluyen la mutacion mas frecuente de la
enfermedad, la mutacion F508del. Por lo tanto, son un objetivo primordial en la
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investigacion de la FQ (Quintana-Gallego et al., 2014). El Lumacaftor (VX-809)
es el medicamento més desarrollado entre los farmacos correctores (Solomon et
al., 2015).

Los moduladores de CFTR ofrecen oportunidades terapéuticas para un amplio
abanico de mutaciones CFTR, que engloban a aproximadamente el 90% de los
pacientes con FQ (Christopher Boyd et al., 2020). Sin embargo, el resto de
pacientes (como aquellos con mutaciones de clase I), no son susceptibles de
terapias moduladoras o no les proporcionan una solucion eficaz. Por lo tanto, se
requieren terapias alternativas para estos casos, las cuales se explican a
continuacion.

4.3.2. Terapias génicas

Actualmente, numerosos enfoques genéticos parecen ser una solucidon
prometedora para todo tipo de pacientes, independientemente de la mutacion
qgue presenten. Tras conseguir la clonacion del gen cftr, la investigacion en la
cura de esta enfermedad se centro en la terapia de reemplazo génico, es decir,
introducir un gen de tipo salvaje en las células que presentaban mutaciones. Sin
embargo, las dificultades para encontrar un vector de transferencia génica capaz
de superar la capa de moco de las vias aéreas y los mecanismos de defensa
inmunoldgica ralentiz6 la investigacion (Quon & Rowe, 2016).

Los esfuerzos iniciales de terapia génica se centraron en los
vectores de adenovirus y virus adenoasociados (que requiere la coinfeccion con
adenovirus para replicarse). Se ha conseguido expresar mRNA de la proteina
CFTR usando estos vectores, no obstante, el efecto disminuye después de la
administracion debido a una respuesta inmune contra el vector (Harvey et al.,
1999). Posteriormente, la atencion se centro en los vectores no virales debido al
menor riesgo de provocar una respuesta inmune en el paciente, por ejemplo, los
vectores liposomales (como GL67), en los que se introduce DNA plasmidico que
codifica el gen CFTR. No obstante, las cargas positivas de los liposomas pueden
interactuar con los componentes del moco (cargado negativamente), reduciendo
asi la penetracion del vector en la capa mucosa (Hyde et al., 2000). Por tanto,
una solucion alternativa que se estd estudiando son las nanoparticulas
sintéticas, como por ejemplo el uso de polimeros biodegradables para hacer
particulas que puedan alcanzar el epitelio subyacente (Suk et al., 2014).

Otra estrategia genética usada en el tratamiento de la FQ es la
técnica del RNA interferente pequefio (SiRNA, del inglés small interference RNA).
En la FQ el ENaC esta desregulado, por lo que hay un aumento de la absorcion
de Na* y, como consecuencia, de la absorcién de agua en las células epiteliales
de las superficies respiratorias. Esto hace aumentar el grosor y la viscosidad de
la mucosidad, lo cual constituye una de las patologias mas perjudiciales en la
FQ (Boucher, 2007). Por tanto, la inhibicion de ENaC es una diana terapéutica
para corregir la deshidratacion del liquido de las superficies respiratorias
caracteristica de la FQ. La técnica del siRNA permite la regulacion génica debido
a la capacidad de la molécula de siRNA de silenciar la expresion de
determinados genes. Son moléculas de RNA disefiadas para que sean
perfectamente complementarias al gen que se pretende silenciar. Debido al
emparejamiento Watson-Crick, el sSiRNA permanecera unido al gen en cuestion
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y esto impedira su expresion (Lopez et al., 2007). En el caso de la FQ, esta
técnica se emplea para silenciar la cadena a de ENaC, de esta forma, no podra
realizar su funcién. Para ello, se sintetiza un SiRNA especifico que se
administrara en una nanoparticula (Tagalakis et al., 2011). Se ha demostrado
que un silenciamiento del 30% de este gen es suficiente para restaurar las
propiedades mucociliarias del epitelio (Bangel-Ruland et al., 2015).

Un tercer enfoque consiste en el empleo de oligonucleotidos
antisentido (ASO, del inglés AntiSense Oligonucleotide). Los ASO se unen
especificamente a moléculas de RNA de las que son complementarias a través
del emparejamiento de bases Watson-Crick. Asi se formaran heteroduplex DNA-
RNA que reclutaran a la RNasaH1 que conduce a la degradacion de la molécula
RNA diana (Kole et al., 2012). La inhalacion de ASO en aerosoles es una opcion
terapéutica emergente para las enfermedades respiratorias, incluida la FQ. Para
el tratamiento de la FQ, generalmente se sintetizan ASO dirigidos al mMRNA de
ENaC para reducir su actividad (Crossby et al., 2017).

Por ultimo, actualmente se esta estudiando el potencial del sistema
CRIPSR/Cas en la edicion genética para la cura de enfermedades (incluida la
FQ) (Cooney et al., 2018). Dada la importancia que podria suponer el uso de
este sistema, teniendo en cuenta el trasfondo ético que conlleva, en la busqueda
de una cura definitiva para diferentes enfermedades, trataremos esta alternativa
en los siguientes apartados.

4.4. Sistema CRISPR/Cas: funcionamiento y aplicaciones en
ediciéon genética

Las repeticiones palindromicas cortas agrupadas Yy regularmente
interespaciadas (CRISPR, del inglés Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats), junto con la endonucleasa Cas (CRISPR-associated
proteins), forma parte de un sistema inmune adaptativo presente en muchas
especies de bacterias y arqueas (Mojica & Rodriguez-Valera, 2016). Este
sistema les permite a los microorganismos identificar y degradar secuencias de
acidos nucleicos exdgenos, como pueden ser virus y plasmidos, siendo un
mecanismo analogo al silenciamiento con RNA interferente en eucariotas
(Lammoglia- Cobo et al., 2016). El locus donde se encuentran codificados los
componentes del sistema CRISPR/Cas contiene una region promotora,
encargada de modular la transcripcion de todos los elementos posteriores.
Seguidamente se encuentra la regidbn CRISPR, que estda compuesta de
fragmentos repetidos separados entre si por elementos espaciadores. Estos
altimos codifican moléculas de RNA cortas que se denominan RNA CRISPR
(crRNA). Finalmente, se localizan los genes que codifican para las proteinas Cas
(Chavez-Jacobo, 2018). Se pueden distinguir 2 etapas en el mecanismo de
accion del sistema CRISPR/Cas (Figura 6).

En primer lugar, tiene lugar la etapa de inmunizacién, donde ocurre la
adquisicion de nuevas regiones espaciadoras en el locus CRISPR. Tras la
incorporacion del DNA exdgeno en la célula, la proteina Cas reconoce la
molécula foranea e integra un fragmento de la misma en el locus (convirtiéndose
en un nuevo espaciador). Para el reconocimiento del DNA extrafio, las proteinas
Cas identifican una secuencia conocida como motivo adyacente al
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protoespaciador (PAM, del inglés Promoter Adyacent Motif) y cortan el DNA en
las secuencias adyacentes al mismo para, posteriormente, incorporar el
fragmento en el locus CRISPR (Horvarth & Barrangou, 2010).

En segundo lugar, ocurre la denominada fase de inmunidad. El elemento
espaciador incorporado se transcribe como un crRNA, que se asociara a una
proteina Cas para guiarla hasta su objetivo (el DNA exdégeno) (Deveau et al.,
2010). Cabe destacar que el proceso de obtencion de un crRNA maduro es
complejo, de hecho, se han identificado diferentes tipos de sistemas segun el
procesamiento del crRNA y las endonucleasas involucradas. No obstante, en
este trabajo nos centraremos en el sistema CRISPR Il, dado que es el mas
utilizado en la edicion gendmica y en el que participa la proteina Cas9. En este
caso, como se muestra en la Figura 6b, en el proceso de biosintesis del crRNA
se requiere una molécula de RNA no codificante llamado tracrRNA (trans-
activating RNA), el cual presenta una secuencia complementaria a la secuencia
palindrémica del pre-crRNA. Asi, se forma un dimero entre el RNA del locus
CRISPR y el tracrRNA. Posteriormente, la RNasa Ill reconoce el hibrido
RNAcr/tracrRNA y lo escinde del resto de RNA. Por ultimo, Cas9 se asocia con
el dimero para formar el complejo CRISPR/Cas9 (Jiang & Marraffini, 2015). Las
proteinas Cas presentan dos dominios conservados que son cruciales para su
actividad: el dominio de helicasa (HNH) se encarga de abrir la doble hebra del
DNA y el dominio de nucleasa (RuvC) le permite cortar el DNA en la region
definida por los crRNA (Chavez-Jacobo, 2018).
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Figura 6. Fases de actuacion del sistema CRISPR/Cas. a) Fase de inmunizacién. El
fragmento de DNA exégeno se introduce en el locus CRIPSR formando un nuevo
espaciador. b) Fase de inmunidad. Se genera una molécula de crRNA maduro al que
posteriormente se unira la proteina Cas y la guiara hasta su objetivo (DNA exdgeno). Las
puntas de flechas, negras y blancas, indican los sitios de union del RNA y del DNA
respectivamente. Ademas, se muestra el sitio PAM, necesario para el reconocimiento de la
molécula exégena. Maodificado de Chavez-Jacobo, 2018.

El locus CRISPR se expresa de manera constitutiva, por lo que los elementos

del sistema CRIPSR/Cas siempre estaran listos para el momento en que se
produzca una infeccion. Asi, cuando penetre una molécula de DNA exdgeno en
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la célula, el complejo tracrRNA/crRNA/Cas escanea el material foraneo en busca
de la secuencia PAM de reconocimiento (Chavez-Jacobo, 2018).

Debido a su actividad como endonucleasa y capacidad de reconocimiento en
secuencias especificas, el sistema CRISPR/Cas presenta un gran potencial en
terapia genética como herramienta de ediciébn de genes. Se ha usado este
mecanismo para activar genes, reprimirlos, inducir mutaciones puntuales y
cambiar secuencias mediante recombinacion homéloga (Lammoglia- Cobo et al.,
2016). Por lo tanto, actualmente se estan investigando las posibles aplicaciones
médicas y biotecnoldgicas de este sistema, como es el caso del disefio de
terapias contra una gran variedad de enfermedades (Chavez-Jacobo, 2018).

Para convertir el sistema CRISPR/Cas en una herramienta capaz de editar
genes, se fusionaron los tracrRNA y los crRNA en un unico RNA denominado
sgRNA (del inglés single guided RNA), de esta forma, evitamos el proceso de
maduracion del crRNA y la actuacion de la RNasa Ill. La molécula de sgRNA
conserva el sitio de union de la proteina Cas y la region que le permite reconocer
la region PAM. Esta ultima se puede modificar para programar el sitio de corte,
de forma que, en teoria, es posible modificar cualquier molécula de DNA (Jinek
et al., 2012).

Una vez que el complejo sgRNA-Cas9 produjo el corte en la doble hélice de
DNA, se activan 2 posibles mecanismos de reparacion existentes en las células
eucariotas: recombinacion homologa (HDR, del inglés homology directed repair)
o la unién de extremos no homologos (NHEJ, del inglés non homologous end
joining) (Figura 7) (Liu et al.,2017). Mediante la via NHEJ se insertan o se
escinden regiones de sitios cercanos al sitio de corte, de forma que se alterara
el marco de lectura. Por otro lado, la reparacion mediante HDR necesita una
molécula de DNA que actie como molde para la reparacion. Este DNA puede
estar presente en el cromosoma y también se pueden adicionar de forma
exdgena (a traveés de plasmidos por ejemplo). En este ultimo caso, se pueden
introducir secuencias especificas para modificar a nuestro antojo las regiones
cortadas (Dicarlo et al., 2013).
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Figura 7. Edicidn genética mediada por el sistema CRISPR/Cas. El dafio causado
por los cortes de la proteina Cas sobre el genoma puede repararse por dos vias:
reparacion no homéloga o reparacion homoéloga. En el primer caso, se une los
extremos cortados en un proceso donde pueden insertarse o removerse
secuencias de DNA. Por otro lado, en la reparacion homéloga se utiliza un molde
adicional como donador para la recombinacion, reemplazando la secuencia
existente por la secuencia modificada. Las puntas de flecha indican los sitios de
corte del DNA. Madificado de Chavez-Jacobo. 2018.

4.5. Aplicacion del sistema CRIPSR/Cas9 a la fibrosis quistica

El hecho de que la FQ presenta una etiologia sencilla, puesto que se debe a
mutaciones en un unico gen, hace que la edicién genética sea una herramienta
atractiva para la busqueda de una cura definitiva. Los esfuerzos se han centrado
en estudiar la mutacion mas frecuente (F508del), ya que este caso engloba a la
mayoria de pacientes con FQ. La edicion genética se ha aplicado en modelos
celulares y animales con FQ y, aunque los avances son modestos en
comparacion con otras enfermedades, los resultados han sido exitosos
(Quintana-Gallego et al., 2014).

Después de la mutacion F508del, que consiste en la eliminacion de 3 pares de
bases, las mutaciones de cftr mas frecuentes son transversiones (sustitucion de
una base purica por una base pirimidinica) y transiciones (sustitucion de una
pirimidina por una purina) (Clinical and Functional Translation of CFTR, s. f.).
Estas udltimas son corregibles mediante edicion de bases, aunque esta
posibilidad se encuentra todavia en estudio. Esta técnica consiste en modificar
el complejo CRISPR/Cas9 para introducir mutaciones puntuales y modificar de
esta forma una sola base (Sander & Joung, 2014). Por otro lado, la eliminacion
de tres pares de bases (F508del) y las transversiones actualmente se pueden
reparar con Cas9 generando una ruptura de doble cadena y utilizando HDR
(Quintana-Gallego et al., 2014).

El sistema CRISPR/Cas9 se utiliz6 en un estudio para corregir la mutacion

F508del mediante recombinacibn homéloga en células madre intestinales
humanas. Se cultivaron las células madre intestinales durante largos periodos
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de tiempo, de tal forma que se establecieron organoides epiteliales genética y
fenotipicamente estables. Posteriormente se transfectaron los organoides con
complejos sgRNA-Cas9 dirigidos al exdn 11, donde se encuentra la mutacion
F508del. Para evaluar si se habia corregido la mutacion, se realizé un test con
forskolina. Esta molécula se usa para elevar los niveles de cCAMP, lo que conduce
a la secrecion de liguido y a la inflamacion de los organoides con CFTR funcional.
Tras realizar este test, se observo que los organoides transgénicos expandieron
su superficie, lo cual confirma la actividad del canal (Schwank et al., 2013).

A pesar de que la correccién de genes es la aplicacion mas prometedora de la
edicion genética, en la busqueda de la cura de la fibrosis quistica también se
estan estudiando las inserciones y deleciones de fragmentos de DNA.

Una estrategia de insercién unica puede aplicarse a muchos alelos mutantes del
gen cftr. El objetivo es insertar secuencias codificadoras en un intrén para que el
DNA insertado contenga un sitio aceptor de splicing (proceso de corte y
empalme) y un marco de lectura abierto para el resto de exones en direccion 3'.
Cuanto antes se encuentre el intron, un mayor nimero de exones seran
corregidos por esta estrategia (Harrison et al., 2018). Para introducir secuencias
de DNA se pueden emplear las vias de recombinacion HDR o NHEJ. El método
HDR de reparacion de DSB (double strand break) tnicamente ocurre en las fases
G1 o S del ciclo celular, lo cual hace que emplear esta via sea poco eficiente en
las células del epitelio respiratorio, que presentan una lenta divisién. Por otro
lado, NHEJ (non-homologous end-joining) se lleva a cabo tanto en células
proliferativas como en células postmitéticas (Sander & Joung, 2014). Aunque
NHEJ es considerado como un mecanismo de reparacion de DSB, también se
puede emplear para insertar DNA. Para ello se ha desarrollado una técnica
denominada insercion selectiva independiente de homologia (HITI, homology-
independent targeted insertion) que, a diferencia de la via HDR, presenta mayor
tasa de orientacion correcta del segmento insertado (Suzuki et al., 2016).

Por otro lado, la utilidad de las supresiones de genes para la correccion de la
actividad de CFTR puede ser indirecta o especifica de alelo (Bak et al., 2018).
Se ha propuesto que una reduccion de la expresion del gen del canal de sodio
epitelial podria restaurar el equilibrio idnico en el epitelio de las vias respiratorias
y mejorar asi la patologia. Sin embargo, los inhibidores de molécula pequefia de
los ENaC no han tenido gran éxito en los ensayos, por lo que no hay garantias
de que la edicion genética lo mejore (Strug et al.,, 2018). Por otra parte, la
eliminaciéon especifica de mutaciones generalmente se centra en aquellas que
generan sitios de empalme cripticos en intrones, lo cual conduce a formacion de
pseudoexones que contienen codones de terminacion prematuros. Se ha
conseguido restablecer el proceso de splicing normal para 3 mutaciones poco
frecuentes (juntas representan el 3% de los pacientes con FQ). Para ello, se han
disefiado complejos sgRNA-Cas9 dirigidos a ambos lados de la mutacion, lo que
resultdé en una escision y una reparacion de la misma a través de la via NHEJ.
Como consecuencia, se observé una mejora de la funcion de CFTR (Sanz et al.,
2017).

Como hay mas de 2000 mutaciones en el gen cftr descritas hasta el momento,
un objetivo atractivo es conseguir corregir todas las mutaciones por medio de la
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edicion genética. En la actualidad se esta investigando la posibilidad de usar el
sistema CRISPR/Cas9 para introducir cONA CFTR completo en el locus CFTR
endogeno, dentro de un intrén cercano al extremo 5°del locus (Strug et al., 2018).

4.6. Implicaciones éticas de la edicién genética

Los rapidos avances técnicos en la modificacion genética, sobre todo en el
método CRISPR / Cas9, implicaron una mayor urgencia en el desarrollo de
pautas normativas y éticas para regular la edicion del genoma humano. La
dificultad de establecer estas politicas reguladoras son los diferentes puntos de
vista sociales, culturales y religiosos de los distintos paises, que impiden llegar
a un acuerdo internacional sobre las normas pertinentes. Ademas, todo este
dilema ético es diferente en funcidn de si hablamos de edicién de células
somaticas (como la médula ésea o las células sanguineas) o edicion de células
germinales (espermatozoides y oOvulos), esto dltimo permitiria que la
modificacion se transmitiera a la siguiente generacion (Coller, 2018).

Por un lado, cada vez son mas los expertos que apoyan la modificacion
del DNA no heredable de una persona para lograr un beneficio médico, como
por ejemplo el trasplante de 6rganos o el reemplazo de la médula 6sea (los
cuales involucran la introduccion de células con un DNA diferente de la del
receptor). Ademas, se incluye la adicion de genes como terapia génica en caso
de trastornos médicos graves. Para ello, se han desarrollado solidas politicas
regulatorias a nivel internacional para garantizar que estos procedimientos se
lleven a cabo de acuerdo con los valores sociales, incluidas las variaciones
especificas de cada nacion, para incluir diferentes puntos de vista culturales y
religiosos (Kessler et al., 1993).

Pese a lo expuesto anteriormente, la posicion ética referente al empleo de
la modificacion genética heredable carece de consenso social y ha sido muy
polémica, ya que algunos paises la prohiben bajo cualquier circunstancia y otros
colocan barreras de diferentes alturas. Por ejemplo, 29 paises han firmado y
ratificado el Convenio Europeo de Oviedo (Council of Europe, s. f.), que prohibe
especificamente la edicion del genoma heredable (Andorno, 2005). La idea de
la edicion de la linea germinal es controvertida ya que, aunque podria evitar que
las generaciones futuras de una familia tengan un trastorno genético particular,
por otra parte podria afectar al desarrollo del feto de maneras inesperadas o
tener efectos secundarios a largo plazo que hoy en dia se desconocen. Ademas,
teniendo en cuenta que las personas afectadas por la terapia génica de la linea
germinal aun no han nacido, no podrian tener la opcion de elegir si recibir el
tratamiento o no (Reference, 2020)

En Europa existe un organismo denominado Grupo Europeo de Etica en la
Ciencia y las Nuevas Tecnologias (EGE, del inglés European Group on Ethics in
Science and New Technologies) encargado de la elaboracion de un marco
regulatorio para no sobrepasar los limites éticos en el avance cientifico. EIl EGE
considera que la sociedad civil tiene que tener voz en el debate sobre la
aceptabilidad de la edicién de genes, puesto que la discusion no sélo se reduce
a los posibles riesgos para la salud, sino que muchos principios éticos como la
dignidad humana o la justicia estan claramente en juego.
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En cuanto a la edicion genética de células de la linea germinal, el EGE opina que
deberia haber una moratoria en la edicion de genes de embriones o gametos
humanos. Argumentan que este campo aun es muy reciente y que hay muchos
obstaculos técnicos importantes que superar antes de que las aplicaciones
clinicas se conviertan en una realidad viable. La cuestion mas dificil para los
responsables politicos del EGE es determinar si la investigacion de la edicion
genética heredable deberia suspenderse o si podria continuar en ciertas
condiciones. Para ello hay diversas opiniones. Se ha sugerido que la
investigacion con una aplicacion clinica deberia demorarse, hasta que se
resuelva el dilema ético y se superen dificultades técnicas. Sin embargo, la
investigacion basica podria seguir desarrollandose con normalidad. De todos
modos, no es facil establecer el limite entre los dos ambitos de investigacion, asi
como tampoco lo es distinguir entre las aplicaciones clinicas con objetivos
terapéuticos o de mejora (que tendrian implicaciones éticas muy diferentes)
(Research and Innovation - European Commission, s. f.).

La edicion genética, tanto somatica como en la linea germinal, es una técnica
habitual en animales (ratones, cerdos y monos, entre otros). Es evidente el
potencial de esta tecnologia y, por tanto, es inevitable que en un futuro se
extienda a los seres humanos. Para esto ultimo, tanto cientificos como el resto
de la sociedad deben tener voz y voto en la creacién de las normas bajo las
cuales se llevard a cabo la edicion genémica. De primera mano, Jennifer Doudna
(co-inventora del sistema CRISPR/Cas 9) en multiples articulos y entrevistas
pide prudencia a la comunidad cientifica ante cualquier aplicacion clinica de esta
tecnologia, para que se puedan tener en cuenta todas las implicaciones éticas
involucradas (Doudna, 2020).

Teniendo en cuenta los avances recientes en el campo de la edicién genética,
es evidente el potencial de esta tecnologia para dar una solucion definitiva a
muchos trastornos hereditarios. Desde mi punto de vista, considero aceptable el
uso de estos sistemas exclusivamente con fines terapeéuticos. Pero para ello, es
imprescindible que exista un marco regulatorio claro y especifico y organismos
que supervisen todo el proceso. Por el momento, estas condiciones todavia no
se dan y la comunidad cientifica tiene un largo camino por delante para
solucionar este debate, ya que hay muchos puntos de vista diferentes sobre este
tema.

5. Conclusiones

e La fibrosis quistica es la enfermedad genética letal causada por
mutaciones en el gen cftr, el cual codifica para una proteina conocida
como CFTR, un canal de cloruro dependiente de cCAMP. Las mutaciones
conocidas para este gen se clasifican en funcion de si afectan al proceso
de biosintesis, maduracion o estabilidad en la membrana de CFTR. La
mutacion mas frecuente es la F508del, que causa un plegamiento
incorrecto y la posterior degradacion del canal.

e Una deficiencia en la proteina CFTR (0 incluso su ausencia) provocara un
desequilibrio en el movimiento de agua e iones a través del epitelio, lo que
resulta en un moco engrosado, infeccion bacteriana e inflamacion en el
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organo en cuestion. Si bien es una enfermedad multisistémica, los
organos mas afectados son los pulmones y el pancreas.

e Los tratamientos actuales para combatir la FQ estan dirigidos a la mejora
de la sintomatologia, la alteracion de la proteina o a mutaciones en el gen
cftr mediante diferentes tecnologias (siRNAs, ASOs etc.)

¢ Recientemente, se estd probando la tecnologia CRISPR/Cas9 como
herramienta en la edicién genética para la cura de la FQ. De hecho, se
han llevado a cabo estudios aplicando esta tecnologia en células madre
humanas.

e Actualmente, la tecnologia de edicion gendmica no se ha puesto en
practica en humanos, dadas todas las implicaciones éticas involucradas.
Es necesario establecer las normas que regulen el uso de esta tecnologia
para no sobrepasar los limites éticos a costa del avance cientifico.
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