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1.- RESUMEN

“CRISPR como solucion a las resistencias antibioticas”

Las resistencias antibidticas suponen en la sociedad actual uno de los mayores desafios en
cuanto a salud publica. Sélo en Europa mueren al afio 25.000 personas a causa de estos
patégenos y sus pérdidas y tratamientos ascienden a 1.500 millones de euros anuales. La
aparicion de nuevas bacterias resistentes gana la carrera a la creacién y desarrollo de nuevos
antibidticos; es por esto que otras opciones deben estudiarse para poder controlar el
problema. Este el caso de CRISPR cuyas siglas se traducen en “Repeticiones Palindromicas
Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas”, en una misma regién del genoma. Se trata
de una novedosa técnica genética que permite modificar el ADN especificamente como si se
tratase de unas “tijeras moleculares”. Ademas, para el correcto funcionamiento de este
proceso debe existir una endonucleasa asociada, llamada “Cas”, que es la encargada de
producir el corte en el ADN. Son multiples los tipos de CRISPR y por consiguiente, de

endonucleasas existentes.

Diversos estudios han desarrollado bacteriéfagos, modificados mediante CRISPR, cuya mision
es eliminar estas bacterias resistentes o revertir este proceso de resistencia. En el desarrollo
de estos experimentos se ha comprobado la utilidad de diversas endonucleasas, siendo las
mas Utiles hasta el momento Cas3 y Cas9. Por otro lado, se han obtenido resultados
satisfactorios en el empleo de fagémidos modificados, vehiculados también por fagos. Asi
como resultados también favorables en tratamientos de infecciones tépicas causadas por

bacterias resistentes.

Por ultimo, todavia quedan conceptos por seguir explorando, como la via de administracién y

el escape a algunos sistemas inmunes bacterianos.



1.1.- ABSTRACT

“CRISPR as a solution to antibiotic resistance”

Antibiotic resistance represents one of the greatest challenges in public health in our current
society. Only in Europe 25,000 people die each year because of these pathogens and their
losses and treatments amount to 1,500 million euros per year. The emergence of new resistant
bacteria wins the race to the creation and development of new antibiotics; therefore other
options should be explored in order to control the problem. This is the case of CRISPR whose
acronym translates into "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats", in a
region of the genome. It is a new genetic technique that allows modifying the DNA specifically
as a “molecular scissors”. In addition, for the proper operation of this process, there must be
an associated endonuclease, called “Cas”, whose function is cutting the DNA. There are

multiple types of CRISPR and therefore, various types of endonucleases exist too.

Several studies have developed bacteriophages, modified by CRISPR, whose mission is to
eliminate these resistant bacteria or reverse this process of resistance. During the
development of these experiments, the utility of different endonucleases has been checked,
where Cas3 and Cas9 have been the most effective. On the other hand, satisfactory results
have been obtained in the use of modified phagemids, also transported by phages. As well as

favorable results in treatments of topical infections caused by resistant bacteria.

Finally, there are still concepts to continue exploring, such as the route of administration and

the way to escape from some bacterial immune systems.



2.- INTRODUCCION

Historia y concepto de resistencia antibiotica

Las bacterias se encuentran en la Tierra desde hace 3,5 millones de afios, muchas de ellas
acompafandonos de forma beneficiosa y otras provocando graves enfermedades con las

consecuentes pérdidas humanas producidas a lo largo de la historia.

El descubrimiento de los antibidticos a mediados del siglo XX, concretamente de la Penicilina
durante el afio 1928 por Alexander Fleming, en un cultivo de Staphylococcus aureus, supone
uno de los grandes avances en la ciencia y en sanidad, otorgando a los humanos una

herramienta fundamental de defensa frente a estos microorganismos.

La aparicidon de bacterias resistentes a ciertos antibidticos, con la consecuente pérdida de
control en la curacién de las enfermedades que causaban, fue pronto causa de preocupaciony
de andlisis de los mecanismos implicados. El propio Fleming ya advertia esto, y a finales de los
anos 50 la mitad de las cepas de Staphylococcus aureus eran resistentes a la Penicilina, gracias
a la accién de las betalactamasas, unas enzimas que destruyen las moléculas de este
antibiético. Desde este momento, el niUmero y tipo de bacterias que han ido adaptandose y

adquiriendo resistencias ha aumentado de manera acelerada (1).

Hoy en dia conocemos de forma mucho mas precisa cdmo se produce este fenédmeno y la
implicacién que tiene en él la propia sociedad, derivada del uso de antibidticos en los sectores

sanitario y productivo.

Se denomina antibidtico a la sustancia, quimica generalmente, que tiene la capacidad de
eliminar o interrumpir el crecimiento y la proliferacién de bacterias (2). Existen distintos

mecanismos de accién de estas sustancias sobre la bacteria (Figura 1).
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Figura 1: Clasificacion de algunos antibiéticos en funcién del lugar donde ejercen
su accion. Imagen extraida de Brock Biology of Microorganims (2).



Entendemos por resistencia a los antibiéticos la capacidad de los microorganismos para no
verse afectados por el antibidtico, lo que conlleva a la no curacién de la enfermedad y a la
persistencia de ese microorganismo patdgeno. Esta resistencia se ha podido desarrollar de dos

formas distintas:

e Intrinseca o natural: cuando no hay actividad del antibidtico respecto a un grupo o tipo de

microorganismo concreto.
e Adquirida, que a su vez se divide en:

o Genética: se ha producido una mutacién en un determinado gen o se ha adquirido
uno nuevo. Esta es la verdadera resistencia y sobre la que vamos a desarrollar el
grueso del trabajo.

o Adaptativa: se trata de una forma de resistencia fenotipica, donde no intervienen
los genes y en el momento que retiramos el antibidtico las bacterias que se van a
multiplicar seguirdn siendo sensibles.

La funcidn que desempenan los genes de resistencia es impedir la inhibicion que seria llevada
a cabo por el antibiético. Es decir, no evitan que el antibidtico actue, sino que le confieren

caracteristicas a esa bacteria para escapar a su accion (2).
A su vez, la adquisicién de estos genes puede llevarse a cabo por diferentes procesos (2):

e Conjugacion: contacto entre dos bacterias, donante y receptora
e Transduccion: mediante bacteridfagos que hacen de vector del gen resistente

e Transformacidn: por presencia de un gen de resistencia libre en el ambiente

El problema surge cuando se produce una presidn selectiva natural, al hacer uso de
antibidticos, y solo nos quedamos con los patégenos resistentes, los cuales se multiplicardn y

daran lugar a bacterias hijas también resistentes (Figura 2).

Natural Selection

Resistant ?
bacteria ©

Figura 2: inicialmente, una poblacidn de bacterias donde la mayoria son susceptibles al antibidtico
(amarillas) y sélo un par de ellas son resistentes a él de forma natural (rojas). Tras la administracién de un
antibidtico bactericida, las sensibles mueren y sélo sobreviven las que presentan resistencia, las cuales
seguiran proliferando en presencia del antimicrobiano e incrementaran su nimero. El resultado final es una
poblacién que posee sélo bacterias resistentes. Imagen extraida de:
https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/antibiotic-resistance/mutation-and-selection/ (3).


https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/antibiotic-resistance/mutation-and-selection/

Impacto e informes de la OMS
El desarrollo de resistencia a los antibidticos es considerado en la actualidad como uno de los

mayores problemas de salud publica que tenemos que afrontar. Solo en Europa, mas de
25.000 muertes anuales se deben a este fendmeno y se producen pérdidas de 1.500 millones
de euros cada ano (4). Y lo que es peor, se estima que si sigue la tendencia actual, en el afio
2050 se produciran alrededor de 10 millones de muertes a nivel mundial, considerandose por

encima del nimero de muertes por cancer (Figura 3).
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(5).

Las instituciones sanitarias promueven el uso racional de los antibiéticos debido al aumento de
resistencias y al escaso desarrollo de nuevos antimicrobianos. Ademas, debido a la relacion
directa entre el uso de estas sustancias y la aparicion de resistencias, se hace especial hincapié

en la utilizacidn de antibidticos clave en la terapéutica actual (por ejemplo, el Acuerdo para la

Reduccidn del Consumo de Colistina en ganado Porcino) (6).

Por otro lado, la aplicacién de estos tratamientos tanto en salud humana como animal ha
generado vias de transmisidn bidireccionales de microorganismos y resistencias que merecen
una visién global para ser entendidas (7). El concepto “One Health” (Una Salud) permite
plasmar esta idea, definiéndose como: “término utilizado para describir un principio que
reconoce que la salud humana y animal estdn interrelacionadas, que las enfermedades se
transmiten de los seres humanos a los animales y viceversa y, por lo tanto, deben tratarse en
ambos. También abarca el medioambiente, otro vinculo entre los seres humanos y los
animales, asi como una posible fuente de nuevos microorganismos resistentes. Dicho término
estd mundialmente reconocido y se ha utilizado ampliamente en la UE y en la Declaracion
Politica de las Naciones Unidas sobre resistencia a los antimicrobianos de 2016.”(8).

Algunas bacterias responsables de infecciones humanas graves ya son resistentes a casi todos

los tratamientos disponibles, y la investigacion de nuevas opciones no aporta muchas
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esperanzas. Por tanto, las recomendaciones de la OMS (9) tienen como finalidad “preservar la
eficacia de los antibidticos importantes para la medicina humana reduciendo su uso
innecesario en animales” (6,9). En algunos paises menos desarrollados, aproximadamente el
80% del consumo total de antibidticos corresponde al sector animal, principalmente para
estimular el crecimiento en animales sanos. En relacién a esto, la OMS (9) también insta a las
industrias agropecuaria, piscicola y alimentaria a dejar de utilizar de forma sistematica estos
productos como promotores del crecimiento y como metafilaxia en animales sanos (9).

Debido a todo lo anterior, son muchos los planes puestos en marcha (como el Plan Nacional
de Resistencia a Antibidticos (4) en nuestro pais) y las medidas exhaustivas a estudiar y
adoptar. No obstante, la Organizacidn Mundial de la Salud (10) emitidé en Septiembre del 2017,

“

un informe donde asegura que “el mundo se estd quedando sin antibidticos” (10).
Probablemente esto se deba a que, mientras un nuevo antibidtico puede tardar en
desarrollarse alrededor de cinco afios, una bacteria pueda crear resistencias en tan sélo una

hora (1).

La OMS (11), también publicé en 2017 una lista de bacterias que necesitaban urgentemente

nuevos antibidticos, las cuales se reflejan en la siguiente tabla:

Prioridad Bacteria Resistente a

3) Media Streptococcus pneumoniae Penicilina
3) Media Haemophilus influenzae Ampicilina
3) Media Shigella spp Flurogquinolonas

Tabla 1: Lista de bacterias que necesitan urgentemente nuevos antibioticos segun la OMS.
En funcion del color encontramos: rojo (bacterias con prioridad critica), naranja (prioridad elevada) y amarillo
(prioridad media). *ESBL: betalactamasas de espectro extendido—>enzimas producidas por bacterias intestinales que
descomponen las moléculas de antibidticos comunes, como la penicilina. Generando por tanto, resistencia a ese tipo
de antibidticos. Tabla adaptada de Comunicado de la OMS (11).




El descubrimiento en bacterias de los sistemas CRISPR de inmunidad adaptativa frente a acidos
nucleicos invasores de plasmidos y virus (12), puede representar una nueva estrategia para

eliminar de manera especifica estos microorganismos tan dafinos.

En el presente trabajo pretendemos realizar una descripcion basica de dichos sistemas CRISPR

y presentar una valoracidn preliminar de las estrategias propuestas para este fin.

3.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Debido a las grandes repercusiones que acarrea este problema en el mundo hoy en dia
(culpable de alrededor de 700.000 muertes a nivel mundial (5)) es primordial buscar soluciones
practicas, que puedan llevarse a cabo, ademds de que éstas sean efectivas, lo cual es lo mas
importante, desde el punto de vista resolutivo. El desarrollo de nuevos antibidticos se lleva a
cabo en muchos laboratorios, y de manera agil, pero su periodo para que una bacteria se haga

resistente a él también es rapido, alrededor de unos 5 afios tras su introduccién (1).

Nuestra sociedad espera combatir la resistencia a los antibidticos utilizando multiples
enfoques. Las organizaciones médicas y de salud publica estan trabajando para ayudar a
educar al publico sobre el uso adecuado de antibidticos (Plan Nacional Resistencia Antibidticos
(PRAN), en Espafia (5)) y son multiples los comunicados de la OMS que alertan y aconsejan
sobre este tema. Pero, aunque estos pasos son loables, es probable que no resuelvan el

presente problema creciente.

Las estrategias que usan los antibidticos actuales no son especificas (sintesis de la pared
bacteriana, replicaciéon del ADN o sintesis de proteinas), de modo que dafian cualquier bacteria
sin un gen de resistencia, permitiendo asi a las bacterias resistentes multiplicarse y diseminar
sus genes resistentes por toda la poblacién de bacterias (13).

Ademads, también acaban con bacterias no causantes de la infeccion, muchas de ellas
beneficiosas para los organismos, alterando la microbiota natural. En relacién a esta ultima
afirmacion, algunos estudios sugieren la necesidad de una re-definicién del uso de antibidticos
por el impacto en la microbiota y la generacidn de resistencias, independientemente del rango
de espectro que posean (14).

Pero, éy si pudiésemos dirigir la terapia solamente a esas bacterias resistentes, volviéndolas
nuevamente sensibles al antibidtico, o directamente acabando con ellas? CRISPR puede
proporcionarnos un método para hacer esto, aportandole un matiz muy novedoso. Mientras
que los retos permanecen en la lucha contra estos agentes, los antimicrobianos CRISPR

pueden ser nuestra nueva linea de defensa contra las bacterias (12).



El objetivo principal del trabajo radica en valorar el grado de desarrollo y escala de
aplicabilidad de los métodos propuestos como antimicrobianos, mediante el uso de la técnica

CRISPR, y sus posibles perspectivas de futuro.
Como objetivos especificos cabe sefalar:

e Comprender qué sony como funcionan los sistemas CRISPR

e C(lasificacidn y tipos de CRISPR susceptibles de ser utilizados en la lucha antimicrobiana
e Posibles usos de CRISPR como solucidn a resistencias antibioticas

e Analizar las posibles vias de administracion

e Valorar bioseguridad y posibles inconvenientes relacionados con el uso de CRISPR

e Discutir las ventajas de estos nuevos antimicrobianos respecto a los actuales

4.- METODOLOGIA

El procedimiento para llevar a cabo este trabajo se basa en una revision bibliografica de los
articulos publicados sobre esta técnica y en concreto, sobre las lineas de investigacién

referidas a su uso potencial como antibacteriano.

Se ha realizado utilizando buscadores especificos de bibliografia cientifica (PubMed,

WorldWideScience y Google Scholar entre otros), ademas de identificar nodos y sitios
relevantes disponibles on-line; destacando la pagina web de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la perteneciente a la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS). También se ha tenido acceso a articulos mas restringidos, habiendo sido

proporcionados por los tutores.

Respecto a las palabras claves utilizadas en la busqueda sistematica, se corresponden con:
“resistencias antibiodticas”, “antibiotic resistance”, “CRISPR/Cas”, “Cas-9”, “CRISPR

nou

antimicrobials”, “bacteriophage”, “phage therapy”.

Finalmente, las referencias y citas bibliograficas se han elaborado mediante el estilo

Vancouver, ampliamente utilizado en el ambito de la biomedicina.
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5.- RESULTADOS

5.1.- ¢Qué es CRISPR y como se descubria?
CRISPR es el acronimo en inglés de “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats”, lo cual se traduce como “repeticiones palindrémicas cortas agrupadas vy
regularmente interespaciadas”, en una misma regién del genoma. Por otro lado, se
encuentran las proteinas “Cas” (CRISPR-associated (Cas) proteins), endonucleasas esenciales

para que este sistema sea funcional.

En el afio 1987, en la Universidad de Osaka un grupo de investigacion observé secuencias
repetidas de 29 nucledtidos altamente conservadas en el genoma de Escherichia coli (15).

Inicialmente se creia que estas secuencias de ADN resultaban ser simplemente ADN “basura”.

[FCAAAATGGGAGGGAGTTC TACCGCAGAGGCGGGGGAACTCCAAGTGATATCCATCATCGCATCCAGTGCGEE (1, 451)

(1,452) CGGTTTATCCCCGCTGATGCGGGGAACACCAGCCTCAGGCGTCAAAT ACC (1,512)
(1,513) CGGTTTATCCCTGCTGGCGC! (1,573)
(1,574) CGGTTTATCCCCGCTAACGCGGGGAACTCGTAGTCCATCATTCCACCTATGTCTGAACTCC (1,634)
(1,635) CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACTCG (1,664)

GG

consensus: CGGTTTATCCCCGCT A ‘CGCGGGGAAC‘PC

Figura 4: secuencia de una agrupacion CRISPR en el genoma de E.coli (en amarillo), al lado la localizacion de los
genes iap (responsable de las isozimas, implicadas en la conversidon de la fosfatasa alcalina). Las secuencias
repetidas estan separadas por las secuencias espaciadoras (resto de colores), formadas por 32 nucledtidos
variables. Imagen extraida de Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for alkaline phosphatase isozyme
conversion in Escherichia coli, and identification of the gene product (15).

Durante el afio 2000 el microbidlogo espafiol Francis Mojica con ayuda de su equipo (16),
descubren que estas familias CRISPR se encuentran ampliamente distribuidas en procariotas y
en el afio 2002 se acuia el término CRISPR ademas de definir la estructura de los genes Cas
(17). Tras varios andlisis bioinformaticos el grupo de Mojica y otros revelaron que existian unas

secuencias «espaciadoras» entre esta serie de repeticiones que eran complementarias a

secuencias de algunos bacteridfagos y virus que atacan a bacterias (18, 19). Todo lo anterior

fundamenté las bases para describir que las bacterias poseian una especie de sistema inmune

con memoria (18,19).

Mds tarde, Koonin y Makarova demostraron que organismos como bacterias y arqueas
integran fragmentos del ADN de los fagos que los infectan, en su propio genoma; de manera
que cuando se produce una segunda infeccidn, reconocen estos fragmentos y forman un
complejo de doble cadena que detiene el proceso infectivo, todo ello durante la fase de

transcripcion (20, 21).
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En 2007, Barrangou desarrolla la primera evidencia experimental de que la funcionalidad de
CRISPR esta relacionada con un sistema inmune adaptativo primitivo, demostrando que
Streptococcus thermophilus podia desarrollar resistencia a un fago, ya que al ser expuesto a él

incorporaba un fragmento de su secuencia de ADN (22).

Con la naturaleza y funciones de CRISPR definidas, las siguientes investigaciones fueron
encaminadas a estudiar las moléculas responsables de procesamiento del ARN con su

secuencia complementaria (ARNcr) y la constitucion del complejo CRISPR/Cas (23).

Poco después (una vez descubierta la actividad endonucleasa de Cas y la presencia de dos
sitios de corte, anadiendo la alta especificidad de este ARNcr), se empezd a pensar en usar este
sistema CRISPR/Cas para edicion gendmica, lo que finalmente fue desarrollado por Jennifer
Doudna y Emmanuelle Charpentier (24) y adaptado a mamiferos por Feng Zhang (25) y George

Church (26). En la Figura 5 se resumen los principales hitos del desarrollo de CRISPR (27).

Umea @
Québec City
LX) Vilnius
Chicago o 0 Boston Wageningen o )}
Paris o\’\/uuburg
Vi
Berkeleyo Dangé-Saint-Romain & @ 7
Q Alicante
€ 1993 Discovery of CRISPR @ 2008 Programming CRISPR © 2011 Reconstituting GRISPR
in a distant organism
© 2003 CRISPRIs an adaptive © 2008 CRISPR targets DNA
immune system ° 2012 Studying CRISPR in vitro
o 2010 CasS is guided by crRNAs and
o 2006 Experimental evidence creates double-stranded breaks o 2012 Genome editing in
that CRISPR confers mammalian cells
adaptive immunity o 2010 Discovery of tracrRNA

Figura 5: La historia de CRISPR durante veinte afios, se desarrollé en doce ciudades de
nueve paises. El mapa muestra los lugares donde se desarrollaron las principales
investigaciones y las primeras fechas de publicacién de documentos. Los circulos verdes
corresponden con el descubrimiento de CRISPR y su funcién; los rojos con la caracterizacion
genética, bioquimica y molecular; y en azul el paso final de ingenieria genética para permitir
la edicion del genoma. Imagen extraida de The Heroes of CRISPR (27).

La simplicidad de los sistemas CRISPR de tipo Il, con la endonucleasa Cas9, y de tipo V con
Cas12a (ver clasificacion mas adelante), y su funcionamiento en una amplia variedad de
organismos, ha convertido el sistema CRISPR-Cas en una de las herramientas mas eficientes y

Ill

precisas para la edicién de genomas, con un potencial “pricticamente ilimitado”. Algunas de

las areas en las que se espera una mayor contribucion serian las siguientes:
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e En investigacion bdsica y aplicada a escala gendmica sobre la funcidn bioldgica de los
genes y su papel causal en muy diversas patologias, ademas de la identificacién y
validacién de dianas terapéuticas para su tratamiento (28). Como ejemplo pueden
servir estudios sobre la base genética del cancer (29), o el desarrollo de terapias contra
VIH (30).

e En agricultura, ganaderia e ingenieria genética de plantas y animales domésticos
(31,32).

e En el control de plagas mediante impulso génico y manipulacién genética de
mosquitos como vectores de enfermedades (33).

e En biotecnologia alimentaria, como el mejoramiento del rendimiento de cultivos
iniciadores en la industria lactea (34).

Pero sdélo acaba de comenzar un largo camino a recorrer, ya que todavia queda mucho por
comprender sobre las multiples capacidades latentes de desarrollo sobre esta técnica, tan

importante para nuestro futuro.

5.2.- Fundamentos del sistema CRISPR
Como hemos comentado anteriormente CRISPR/Cas es un mecanismo de defensa en bacterias

y arqueas, que identifica y degrada secuencias de dacidos nucleicos exdgenos, incluyendo
elementos genéticos maviles, plasmidos y bacteridfagos (fagos). Sus dos componentes clave
son un ARN que proviene de la secuencia CRISPR (ARNcr), y la endonucleasa Cas. La funcidn de
este ARN es dirigir a Cas a su secuencia complementaria, donde ésta realiza el corte. La
estructura general de CRISPR estd compuesta por un lider o promotor y distintas secuencias

espaciadoras (de 20 a 50 nucleétidos), rodeadas por elementos repetidos, palindrémicos (de

32 nucledtidos).

Tras la exposicién a un patdgeno, la primera fase en esta respuesta inmunoldgica se basa en la
adquisicion de secuencias espaciadoras de este patdgeno, ya sea material genético del propio
virus o de un plasmido (Figura 6). Cuando estas secuencias se encuentran en el citoplasma, la
bacteria reconoce una secuencia denominada como motivo adyacente al protoespaciador
(PAM) e incorpora los nucleétidos adyacente al PAM como espaciador, junto al promotor de
CRISPR. Mientras esto se lleva a cabo, también se encarga de generar una copia de la
secuencia repetida para que ambas queden posicionadas en los flancos del nuevo fragmento

(35).
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Figura 6: Incorporacion de secuencia espaciadora al genoma bacteriano. En la imagen, un virus introduce su
material genético al citoplasma bacteriano. La célula reconoce entonces la secuencia PAM e incorpora los
nucleétidos adyacentes al PAM como una nueva secuencia espaciadora (E). Durante este proceso, duplica la
secuencia repetida (R) para flanquear la espaciadora por ambos lados. Dentro del genoma bacteriano, se
encuentran los genes codificantes para la endonucleasa Cas (Cas) y la secuencia de CRISPR.
CRISPR se compone de un lider (L) y distintas secuencias espaciadoras (E) flanqueadas por los elementos
repetidos (R), usualmente palindromicos. Imagen extraida de La revolucién en ingenieria genética: sistema
CRISPR/Cas (35).

5.3.- Clasificacion y tipos de CRISPR

Se han descrito una amplia variedad de tipos de sistemas CRISPR-Cas. Se diferencian en
funcién de las proteinas asociadas, responsables de la adquisicion y destruccion de las
secuencias diana y por su accidn sobre el ADN o ARN. Actualmente se describen seis tipos
basicos (tipos | a VI), aunque el tipo IV no ha sido todavia caracterizado experimentalmente

(36).

Estos sistemas se dividen en dos clases (Figura 7 y 8). Los pertenecientes a la Clase 1 (Tipo |,

Tipo Il y Tipo IV) utilizan un complejo de multiples proteinas Cas para degradar los acidos

nucleicos extrafios. En cambio los de la Clase 2 (Tipo Il, Tipo V y Tipo VI), poseen una sola

proteina Cas de mayor tamafio para desempefiar la misma funcién (36). A su vez, estos seis

tipos estan divididos en 19 subtipos (38).
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Typel Type ll Typa Il Typa ¥V Typa W

Subtypes A.B,C.D,EFG ABC A.B.CD A, B, C, U (tentative) ABC
Type I-E Type [1-A Type |II-B Type VA Type VI-A
Exampla
effector probein(s) | ~. .5, {CasiZa) (Cas13a)
< o/ : s
f—
: : s N =
Mechanisms 5 A, 5 |
polymerase ’
===Target: dsDNA ssRNA dsONA ssRNA
PAM: 5 AWG 3 MMA (rPANT) 5TTH 5 D (PFS)
== Activity: Nick and 3" to §° nuclease Nicks in RNA fragment and Staggered ends Cleaves specifically and
related DNA cleavags 5 overhangs other RNAs nenspecifically

* rFAM is suggested but not a confirmed requirement for targeting ssRMNA

Figura 7: Diversidad de sistemas CRISPR-Cas con sus respectivas proteinas Cas asociadas, ademas de sus
mecanismos de accién. El sistema Tipo IV no se incluye, ya que no estd categorizado experimentalmente.
Imagen extraida de Advancing the design and delivery of CRISPR antimicrobials (36).

En el sistema CRISPR Tipo |, se forma un complejo multiproteico en el que la nucleasa Cas3 no
solo corta el ADN sino que ademas tiene funcidn exonuclesa 3'-5', con lo que tiene la
capacidad de destruir grandes segmentos de ADN (38). Este hecho se considera como una
caracteristica muy favorable cuando se trata de destruir elementos no deseados, por lo que
posee un gran atractivo para su utilizacién como antimicrobiano.

El sistema de Tipo Il, que utiliza Cas9 como Unica proteina efectora del corte del ADN, es el
mejor estudiado y de mdas amplia utilizacién tanto en edicién genémica de eucariotas, como en
bacterias. En estas ultimas se ha usado con éxito para eliminar genes de resistencia a
antibidticos tanto codificados en plasmidos como en el genoma, asi como la eliminacion de
genes esenciales o no esenciales en el cromosoma bacteriano (39). Un aspecto critico de Cas9
es que genera rotura de la doble hebra con extremos romos potencialmente reparables, por lo
gue su uso como antimicrobiano se veria mas comprometido (40).

El Tipo Il utiliza Casl0 como nucleasa y se asemeja al tipo | al formarse un complejo
multiproteico. Sin embargo, exhibe una diferencia fundamental en el mecanismo de accion al
actuar sobre ARN en vez de ADN, aunque es capaz de romper tanto el ARN como el ADN
vecino (41).

El Tipo IV, como ya hemos comentado, no ha sido todavia caracterizado experimentalmente
aunque seria también mas parecido a los tipos | y Ill.

El Tipo V utiliza una unica proteina Cpfl (Cas12a) que rompe la doble hebra de ADN dejando
extremos cohesivos, por lo que esta adquiriendo una gran importancia en la introduccién de
segmentos de ADN en eucariotas.

Y por ultimo el Tipo VI, utiliza también una Unica proteina C2c2 (Cas13a), pero actuando sobre

ARN de cadena sencilla (ssRNA) (41).
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Figura 8: nucleasas Cas implicadas en los distintos procesos de expresion, interferencia, adaptacion y
ayuda auxiliar, en funcién del tipo de sistema.
Imagen extraida de: http.//proteopedia.org/wiki/index.php/Image:F2r.jpg. (42).

Aungque los dos tipos mas utilizados hasta la fecha son los sistemas que usan Cas9 y Cas3, cada
uno de los tipos es potencialmente utilizable como agente antimicrobiano y estudios futuros
determinaran la idoneidad o contexto en el que podrian ser utilizados con ventaja (36).

En el siguiente apartado se desarrollaran los modelos propuestos hasta el momento con este

fin.

5.4.- El uso de CRISPR como solucion a las resistencias antibioticas

Resulta paraddjico emplear un sistema que las propias bacterias usan como defensa para
provocar la muerte de ellas mismas. No obstante, debido a la versatilidad de CRISPR esto

puede llegar a ser posible.
Son dos los principales métodos de accidn propuestos con actividad antimicrobiana (43):

-El primero estd enfocado en producir directamente la muerte de la célula, en este caso de la

bacteria resistente.

-El segundo tiene por objetivo la re-sensibilizacion de bacterias respecto al antibiético,

mediante el cual no se estaba logrando el objetivo deseado (43).
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a) Precedentes de los antimicrobianos CRISPR

Gracias a que estos sistemas CRISPR se encuentran de forma natural en la mitad de las
bacterias aproximadamente, podriamos utilizarlos como antimicrobianos a través de la

aplicacion de un ARN guia dirigido al genoma de la bacteria (44,45).

No obstante, esta teoria resultaria limitada a bacterias con sistemas CRISPR/Cas activos y

también estaria ligada a la expresidn y estabilidad genética de dicho locus CRISPR/Cas (36).

Debido a la facilidad de disefiar un ARN guia, a la portabilidad del dio endonucleasa-ARN guia
y a elevada especificidad de unién y corte en el ADN diana, se han podido desarrollar otras

multiples aplicaciones.

Un disefio mas implementado y mejor adaptado se basa en introducir un ARN guia y la
nucleasa CRISPR. Estos estudios corroboran que la introduccion de estos ARN guia a través de
un sistema CRISPR/Cas, con el objetivo de alcanzar el genoma de la bacteria detiene el ciclo de
esta célula, provocando la muerte o pérdida de grandes regiones del genoma que contienen la

secuencia diana (36,44).

El mecanismo base de la edicién del genoma con CRISPR se corresponde con la reparacion
dirigida del ADN escindido. Esto es asi en células eucariotas, donde este ADN escindido se
repara de manera eficiente a través de dos mecanismos intrinsecos (reparacion homéloga
directa y union final no homdloga). En cambio, en bacterias diversos estudios demuestran que
la divisién del ADN por las endonucleasas Cas a menudo no puede ser reparada y resulta letal,

lo cual nos interesa mucho para el desarrollo de nuestro objetivo (44).

En base a esto, se propone el uso de nucleasas CRISPR como agentes antibacterianos

programables (mediante la modificacién del ARN guia) que podrian destruir de manera
irreversible el ADN de bacterias seleccionadas. Es decir, obtendriamos una especie de
“antimicrobianos dirigidos” que no afectarian al resto de bacterias con las que conviven; a

diferencia de los antibidticos actuales.
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b) Nucleasas disponibles para antimicrobianos CRISPR

Mediante el empleo de la nucleasa Cas 9, se han obtenido resultados favorables al atacar
genes de resistencia a antibidticos (codificados en plasmidos o en el genoma) (27,40).
Aunque su uso puede estar comprometido debido a que el ADN escindido por esta
endonucleasa puede ser reparado; hecho reportado en la bacteria E.coli por Cui y Bikard
(40).

Para evitar esta reparacion, se pueden afadir efectores adicionales para aumentar la
letalidad (Figura 9). Cui y Bikard demostraron que la expresién conjunta de Cas 9 y la

proteina GamS del fago Mu (cuya funcidn es inhibir la reparacion del ADN mediante la

enzima RecBCD) bloqued la reparacion del ADN y por lo tanto no sobrevivié ninguna
bacteria (40).

Por otro lado, se han estudiado diversas proteinas viricas que inhiben la reparacion del

ADN, lo que podria mejorar también la eficacia de Cas 9 y otras endonucleasas (36).

Blocking repair
Accessory ~
fackors Gams Ref RecAS56
Mutart Rech
RecBCD @Hﬂf OWTRecA | O(recase)
Gams blocks
Mechanisms DMNA-binding
Came site on RecBED -&b—
prevent prevent
DNA repair DMA rapair
[ S A

Figura 9: Factores accesorios para aumentarla eficacia de los antimicrobianos CRISPR al
bloquear la reparaciéon del ADN escindido. Imagen extraida de Advancing the design and
delivery of CRISPR antimicrobials (36).

Respecto a la nucleasa Cas3, asociada al sistema Tipo I, también se han alcanzado

resultados esperanzadores como agente microbiano (36).

Por ello, varios grupos han utilizado el sistema Tipo I-E , obtenido de E.coli, para provocar
letalidad en bacterias seleccionadas. Esta actividad antimicrobiana programable ha sido
demostrada por Gomaa y colaboradores, tanto de manera enddgena como heterdloga

(45).

Estos mismos investigadores usaron este sistema de manera heterdloga para acabar con
un individuo (en base a una secuencia gendmica propia Unica) y para acabar con multiples

cepas (tomando como referencia secuencias compartidas).
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De manera similar Yosef y colaboradores desarrollaron un proyecto para inmunizar a E.coli

contra la absorcidn de plasmidos vinculados a resistencias antibidticas (46).

Caliando y Voigt disefiaron, por ultimo, un sistema inducible I-E CRISPR/Cas integrado en
los cromosomas de E.coli para que esta bacteria degradase regiones de su propio genoma

(47).

e La proteina efectora Cpfl del tipo V-A (Cas12a), tiene un funcionamiento parecido a Cas9,
pero faltaria por comprobar si este tipo de corte puede ser reparado facilmente, como
ocurre con el corte que produce Cas9 (36).

e La nucleasa C2c2 (Cas13a), vinculada al sistema tipo VI-A, fue empleada por Abudayyeh
(48), quien demostré que mediante su utilizacién, se podia detener el crecimiento celular,

pero el efecto obtenido puede ser bacteriostatico (36,48).

La mejor nucleasa para desarrollar antimicrobianos CRISPR no se ha determinado todavia, y
esta eleccién podria estar en funcion del modo de entrega vy la fisiologia de la bacteria a atacar.
En vistas a seleccionarla; ademds de desarrollar otros agentes accesorios, se continla

avanzando para desarrollar un disefio general de estos novedosos antimicrobianos.

c) Desarrollo de antimicrobianos CRISPR; uso de bacteriéfagos como vehiculos de
entrega

Se entiende por bacteridfago (fago para abreviar; Figura 10) al virus que infecta bacterias.
Estos suelen ser especificos de especies o cepas de bacterias, provocando un menor impacto
en la microbiota concomitante. Para su uso como terapia se realiza un aislamiento y

purificacién del virus salvaje (49).
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Figura 10: A) Estructura de un bacteriéfago. Extraida de: http://es.steven-
universe.wikia.com/wiki/Archivo:Virus_Bacteriofagos.jpg

B) Bacteridfagos infectando una bacteria. Extraida de:
https://nacionfarma.com/avances-estudio-virus-sugieren-posible-aprovechamiento-
bacterias-enfermedades/
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La terapia con fagos ha sido utilizada desde 1940 en varios paises de la antigua Unidn Soviética
para tratar infecciones causadas por bacterias patdgenas. Siendo muchos los pacientes de
otros paises, portadores de infecciones causadas por bacterias multirresistentes a los
antibiéticos empleados, que acuden a centros y Universidades como la de Eliava (Georgia) para
ser sometidos a estos procedimientos, obteniendo un éxito del 90% (50) .

Ademas, el empleo de fagos resulta mucho mds especifico a la hora de atacar a la bacteria, que
los antimicrobianos a los que estamos acostumbrados y pueden ser utilizados tanto en
medicina humana, veterinaria, como en industria alimentaria. Respecto a esta ultima cabe
destacar estudios realizados con resultados muy positivos en el control de E.coli, Salmonella y
Listeria monocytogenes, con esperanzadoras prospecciones de futuro encaminadas a
controlar otros muchos patdgenos presentes en los alimentos. En estos mismos estudios no se
han encontrado evidencias de que su uso en personas sea perjudicial; “estos fagos se
encuentran de forma natural en el ambiente y son ingeridos por personas y animales mediante

3

el agua y alimentos cada dia” (51).

Con ayuda de los sistemas CRISPR todavia podriamos aumentar mas la especificidad de estos
virus sobre el hospedador diana, sin afectar al resto de bacterias. Esta teoria fue puesta en
marcha por Barrangou en modelos animales, donde se consiguié salvar a ratones de
infecciones causadas por bacterias resistentes a antibidticos, los cuales no hubiesen

sobrevivido por medio de la aplicacion de ningun antibidtico (49).

El mayor desafio para llevar esto a cabo es introducir las nucleasas dentro de la célula diana, lo
cual puede obtenerse mediante el empleo de estos fagos (ya que son capaces de a travesar la
pared bacteriana e introducir su material genético dentro del citoplasma de la célula
anfitriona); de manera que actian como vector del sistema CRISPR, inyectandolo en el interior
de la bacteria.

Haciendo alusién a los dos métodos propuestos, las posibilidades serian (Figura 11):

Método 1: Elaboracidn de un bacteriéfago que se una especificamente a la bacteria patégena
y tras inyectar su material genético (previamente habiendo modificado su ARN guia, el cual lo
dirigird), CRISPR-Cas reconocera el ADN diana, perteneciente al cromosoma del patdgeno,
atacandolo y produciendo con ello su muerte.

Método 2: Creacidon de un bacteriéfago, el cual se una también de forma especifica a la
bacteria en cuestidn, pero en este caso el ADN diana sera el gen de resistencia al antibidtico
codificado en un plasmido. Este plasmido serd atacado y destruido, no obteniendo la muerte

de la bacteria, pero si su “re-sensibilizacién” al antibidtico (13).
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1 Método 2

Figura 11: Representacién
esquematica de la vehiculizacién
de CRISPR-Cas a través de
bacteriofagos, segtn los dos

métodos descritos. Imagen
. adaptada de:

http://www.dciencia.es/crispr-

antimicrobianos/

Para llevar a cabo el método 1 se tiene que introducir el ADN correspondiente al
antimicrobiano CRISPR directamente en el genoma del fago (siendo esta manipulacion mas
dificultosa que en la propuesta 2 y afadiendo la posibilidad de introducir componentes del
fago no deseados). No obstante, también se obtienen algunos beneficios, ya que normalmente
mediante la modificacidn del genoma de los fagos, determinados procesos pueden bloquear
algunos sistemas inmunes bacterianos que degradan el ADN extrafio (36).

Yosef y colaboradores consiguieron introducir un sistema CRISPR-Cas Tipo | en el genoma del
fago A (46) el cual una vez integrado en el genoma de la bacteria, dificulta la transmision
hereditaria de plasmidos multirresistentes, frenando la propagacién de resistencias a farmacos
en una poblacidn de bacterias (36,46) .

Todo esto ha sido llevado a cabo en genomas de fago temperado o lisogénico, de modo que
CRISPR es el Unico agente de muerte celular. Pero por otro lado, se puede considerar el uso de
fagos liticos como vehiculos de entrega, aumentando la capacidad natural de matar del fago.
Por esto seria interesante saber si el fago modificado que se emplea posee ciclo litico o
lisogénico para aumentar las posibilidades como antimicrobiano (36).

Para que estos fagos realicen la funciéon que buscamos y entreguen de forma eficaz su carga
genética, deben unirse especificamente a la superficie de las bacterias diana, es decir, que el
proceso de adsorcion sea satisfactorio. De forma natural los fagos se adsorben a un rango
estrecho de bacterias, donde la gran mayoria estan limitados a un subconjunto de cepas
dentro de una misma especie. Este hecho podria resultar beneficioso para atacar un grupo de
bacterias resistentes semejantes, pero también genera un desafio para utilizarlos como
vehiculos generales de entrega de ADN. Una posible solucidon se basa en el empleo conjunto de
varios fagos o en la utilizacién de fagos con un amplio rango de hospedadores, como el fago P1
(36,52).
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Algunos investigadores estan explorando otras opciones, como alterar o intercambiar
proteinas de la fibra de la cola del fago, las cuales son responsables de unir al fago a la
superficie de la bacteria (Figura 12). Gracias al empleo del fago T7 (que infecta a la mayoria de
cepas de E.coli), se consiguid acomodar proteinas de la fibra de la cola de otros fagos
relacionados, permitiendo la entrega del material genético a bacterias entéricas viables
(36,53). Yosef y colaboradores promueven esta técnica, consiguiendo con ello una mayor tasa

de infeccidn en cepas bacterianas especificas, que se desean atacar (53).
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cola para modificar el rango de huésped del fago.
Extraida de Advancing the design and delivery of CRISPR antimicrobials
(36).

De esta manera, se podria adaptar de forma rapida el rango de hospedadores para apuntar a

las bacterias u otros patdgenos de forma especifica o conjunta.

Para desarrollar el método 2, deberemos hacerlo a través de un fagémido. Un fagémido se
define como un tipo de plasmido perteneciente a un fago, pero cuyo material genético no
codifica ningin componente del fago adicional. En su estructura contiene sefiales de
ensamblaje, un marcador de seleccidén y un origen de replicacion (Figura 13). Gracias a su
naturaleza, estos elementos pueden ser equipados con antimicrobianos CRISPR, mediante
técnicas de ensamblaje in vitro. Han sido ya diversos los grupos que han usado esta técnica
mediante fagémidos, para lograr una llegada eficaz de las secuencias CRISPR mediante fagos a

bacterias patégenas, como son E.coli y Staphylococcus (36,39,54).
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d) Oportunidades para mejorar la actividad antimicrobiana, la entregay la
especificidad

Hasta el momento se conocen varios tipos de sistemas inmunes bacterianos (restriccion-
modificaciéon, CRISPR-Cas e infeccién abortiva), los cuales pueden variar mucho entre
bacterias. Aunque mediante los antimicrobianos CRISPR obtenemos una entrega muy eficiente
y especifica hacia la célula diana, el ADN que codifica a estos antimicrobianos debe evitar el

sistema inmune del huésped, para permitir que pueda expresarse de manera correcta (36).

Multiples técnicas se han desarrollado para superar este obstdculo, mediante la mejora en la
modificacion del ADN (55). No obstante, se necesita profundizar mas en este tema para
comprender cuales son las principales barreras en cada cepa y cémo podemos solventar cada

una de ellas.

Dejando este tipo de barreras a un lado, se dan otros escenarios donde un antimicrobiano
CRISPR funcional puede fallar en matar a la bacteria diana. Se han demostrado diversos modos
de resistencia (los cuales son heredados), como la pérdida del sitio diana de destino, o la

mutacion de los receptores superficiales encargados de la adsorcion de los fagos (39).

También se ha reportado la existencia de proteinas anti-CRISPR en fago lisogénico, lo cual
podria inhibir la entrega de estos antimicrobianos. La presencia de fagos en este estado de
ciclo, puede bloquear infecciones de fagos similares mediante exclusién por superinfeccion

(36).

En contra de todo lo anterior, algunos estudios han demostrado que las mutaciones deletéreas

que se producen en el genoma de los antimicrobianos CRISPR son la principal via de escape en

relacidn a la resistencia bacteriana innata. Bikard y colaboradores se dieron cuenta de que

todas las bacterias, en este caso S.aureus, que habian sobrevivido a los antimicrobianos

CRISPR-Cas9 vehiculados por fagos, resultaron susceptibles en una segunda infeccién por este
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mismo fago (36). Por otro lado, Gomaa y su equipo encontraron que las células de E.coli (las
cuales expresan el sistema I-E de CRISPR-Cas y cuyos plasmidos fueron atacados) sobrevivieron

por recombinacion de los ARN guia antes del aislamiento del plasmido (45).

En consecuencia, la resistencia a estos novedosos antimicrobianos puede resultar menos
evidente, aunque las futuras investigaciones deberian encaminarse al control de estos

mecanismos de escape bacteriano mas observados.

En algunos casos la introduccién de Cas9 también ha resultado desfavorable, porque
interactia con matrices huérfanas de CRISPR Tipo Il (forma elemental de ARNs guia) de
Enterococcus faecalis, lo cual accidentalmente podria resultar en una auto-focalizacién

equivoca (56).

En dltimo lugar, el uso de estos antimicrobianos podria también ser perjudicial para bacterias
inespecificas. Esto puede deberse a tres causas: actividad de escision realizada en una diana
distinta de la programada (off target), actividad citotéxica de la endonucleasa y

sobreexpresion de los genes responsables de la actividad de escision (36).

Todos estos desafios pueden solventarse mediante el uso de una nucleasa poco comun, cuyas
probabilidades de ser compatibles con una matriz enddgena son bajas. Ademas este tipo de

nucleasas poseen la ventaja de tener pocas proteinas anti-CRISPR.

Aunque son numerosos los obstdculos potenciales a los que se enfrentan este tipo de
antimicrobianos (entrega eficiente y letalidad focalizada), la versatilidad y el manejo de los
sistemas CRISPR-Cas y del fago otorga esperanzas para superarlos mediante esfuerzos basados

en ingenieria genética (36).

5.5.- Vias de Administracion

Un estudio reciente demuestra que las condiciones de aplicaciéon afectan mucho a la eficacia
de estos antimicrobianos, concretamente en este caso, a la capacidad bactericida mediada por
CRISPR/Cas9. Aplicando este tipo de tratamiento contra una infeccion cutanea de S.aureus
sobre piel seca, no se consiguid acabar con las bacterias en la superficie de la piel
(probablemente a causa de que la baja actividad de agua suprime actividades como la
transcripciodn o la traslacién de S.aureus , provocando que la maquinaria de CRISPR/Cas 9 no se
pudiera expresar). En cambio, cuando se administré con base en un hidrogel, si se consiguié

acabar con la infeccién en la zona tratada (57).
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Por otro lado, la administracién intravenosa de estos mecanismos vehiculados por fagos
lisados, puede provocar respuestas inmunes, que resultarian en un aumento de la produccion
de anticuerpos, disminucidn de la eficacia y posibles reacciones alérgicas. Es por esto, que la

aplicacién mas practica (al menos de aquellos que estén vehiculados por este tipo de fagos), es

la tdpica; ya sea para tratar infecciones cutdneas, superficies contaminadas de dispositivos
hospitalarios o alimentos. En relacién a estos ultimos, la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos aprobd el uso de cdcteles de fagos contra Listeria

monocytogenes en alimentos listos para el consumo (57).

Aunque la terapia mediante fagos es hasta ahora la mas explorada, se estan valorando otros
métodos de entrega. Uno de ellos es el empleo de nanoparticulas, las cuales estan formadas
por polimeros desarrollados, cuya funcion se basa en entregar un complejo formado por una
ribonucleoproteina (Cas9-sgRNA) directamente a las bacterias (58). Hasta el momento, la
eficiencia de esta entrega es baja, pero este enfoque totalmente independiente del ADN
representa muchas ventajas; evita interferencias inmunoldgicas bacterianas, sobre todo contra
elementos genéticos moviles, ademds de no interferir en los procesos de

transcripcién/transduccién de la maquinaria del anfitrion (36).

5.6.- Bioseguridad y otros posibles problemas

El primer posible inconveniente que se va tratar es la escasez de espaciadores diana en

sistemas_activos CRISPR-Cas, presentes de forma natural en el genoma de las bacterias.

Aunque esta adquisicion se produce de manera aleatoria durante el contacto con un
espaciador de una particula extrafia, la cantidad de estos espaciadores para poder

secuenciarlos y crear un ARN diana hacia ellos no es muy elevada (36).

Ademas, el equipo de Gomaa y colaboradores observaron que los sistemas CRISPR Tipo |
pueden tener mayor interés como antimicrobianos que los sistemas Tipo Il. Aunque la entrega
y expresion mediante el Tipo | puede resultar mas complicada (ya que requieren la expresién
sincrénica de cuatro a siete proteinas) son los sistemas CRISPR-Cas mas frecuentes en la
naturaleza (21). Es por esto que podriamos disefiar un ARN guia dirigido al genoma de la

bacteria a través de estos sistemas enddgenos activos (45).

En segundo lugar, los fagos disefiados como vehiculos de los sistemas CRISPR deben superar

algunos obstaculos; como por ejemplo la via de administracion (mencionado anteriormente),

ya que para tratar una infeccion enddgena se requeriria una gran cantidad de fagos y esto

podria conllevar problemas.
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El empleo de estos elementos también podria resultar potencialmente un transmisor de genes
de resistencia a antibidticos hacia bacterias sensibles. Ademas del desarrollo de resistencias
incluso a fagos disefiados; momento en el cual los investigadores tendria que modificar sus
fagos y estrategias con mucha frecuencia para hacer frente a las mutaciones bacterianas.

No obstante, debido al gran avance de las resistencias antibiéticas, Elizabeth Kutter
(microbidloga en Evergreen State College en Olympia, Washington) insta a avanzar en el
estudio y desarrollo de la terapia de fagos, previamente disefiados; acompafiada de la terapia

de fagos naturales, “los cuales han sido disefiados durante cientos de miles de afios” (49).

Hablando de un tercer posible problema, cabe destacar el hecho de una posible “autoediciéon

accidental del investigador”, debido a la robustez que presenta este sistema de edicidn. La

forma mas viable para disminuir esta posibilidad es disefiando ARNs guia que se dirijan a

secuencias no conservadas en humanos (13).

En cuarto lugar debemos hablar sobre la regulacidn de este tipo de tratamientos por la
administracién. En algunos paises, como Estados Unidos y Suiza, se esta llevando a cabo una
aceptacion generalizada. Mientras que en Europa, la EFSA ha comenzado su estudio como
paso previo a su autorizacion. Sin embargo, el desarrollo de este sistema de edicidn con fines
distintos a los antimicrobianos ha sido sentenciado en Europa, como perteneciente a la

normativa de Organismos transgénicos (OMG) (59).

Por ultimo, debemos tener en cuenta dos aspectos clave en la investigacion y desarrollo de

estos productos:
1) Conocimientos profundos y precisos sobre los mecanismos de accidn de los fagos al
atacar a su huésped (las bacterias).
2) Esfuerzos encaminados a reducir al minimo las posibilidades de adaptacidon vy
resistencia de las bacterias al fago y la estabilidad de este, frente a mutaciones.
No existen razones demostradas para considerar a los fagos peligrosos para la salud humana,
pero se deben realizar todas las pruebas necesarias antes de su produccion industrial y su
lanzamiento al mercado. No obstante, resultan buenos candidatos para su uso generalizado ya
gue no incorporan ningln riesgo bioldgico adicional al medio ambiente, ni es probable que

tengan efectos potenciales dafinos para personas ni animales (51).
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5.7.- Biotecnologia y Patentes
El desarrollo de la terapia mediante fagos ha sido lento, en parte debido a que la infeccidn

provocada por estos virus ocurre de forma natural y por ello no puede ser patentado (49).

Hasta el momento, son varias las compafiias que han disefiado bacteriéfagos, con ayuda del

sistema CRISPR para acabar con bacterias. Entre ellas podemos destacar los siguientes:

-Locus Biosciences en Research Triangle Park (Carolina del Norte), donde Rodolphe
Barrangou con ayuda de su equipo consiguieron salvar ratones de infecciones provocadas por

bacterias resistentes, principalmente con el uso del sistema Tipo | y la endonucleasa Cas3.

-Eligo Bioscience (Paris), este equipo liderado por Xavier Duportet, trabajan principalmente
con Cas9 y enfocan sus esfuerzos en luchar contra bacterias patdgenas presentes en el

intestino de los humanos.

El objetivo primordial de ambas compaiiias es tratar infecciones bacterianas que causan
enfermedad. Pero entre otros objetivos secundarios, se encuentra el desarrollo de fagos que
permitan manipular el microbioma humano de forma muy precisa; con el fin de eliminar

bacterias que estan relacionadas con diversas patologias, como la obesidad, el autismo y

algunos canceres. Estos nexos entre bacterias y condiciones patoldgicas no estan totalmente
demostrados, pero este modelo propuesto busca como resultado, lograr descifrarlo. Segin
palabras textuales de Barrangou creen “poder alcanzar cualquier ubicacion en el cuerpo
humano y eliminar solamente aquella bacteria elegida”. Ademas el uso de estos fagos puede
ser util para manipular los microbiomas en animales de experimentacién, para intentar

resolver como influyen este tipo de bacterias en las condiciones antes expuestas (49).

-Synthetic Genomics en la Jolla (California). Desarrollan un proyecto denominado “Super-
charged phages”, donde intentan afiadir funciones especiales a estos fagos, como puede ser:
enzimas que degradan biofilms o proteinas que intentan esconder a los fagos del sistema

inmune (49).

-Universidad de Alicante (Espafia). Francis Mojica como investigador principal desarrolla un
proyecto con fechas de duracidon entre el afio 2016 y el 2019, donde el principal objetivo es el
“uso de lisinas de bacteridfagos como alternativa a los antibidticos tradicionales”. Ademas en
el presente afio, tiene fecha fin otro proyecto, denominado: “Inmunizacién en bacterias:

adaptacion del sistema CRISPR-CAS I-E de Escherichia coli y Salmonella entérica” (60).
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6.- DISCUSION

Una de las mayores ventajas de los antimicrobianos CRISPR es la probable reduccién de
efectos secundarios, tales como los que presentan los antibiéticos actuales. Esto se debe a la
capacidad de reprogramacion mediante CRISPR para atacar sdlo a las bacterias que estén
causando la infeccion y, que en este caso, no sean sensibles a ningln antibidtico
comercializado en el momento. Este seria un gran logro, ya que el resto de bacterias
comensales no se verian afectadas por el tratamiento y seguirian siendo viables para
recolonizar el nicho biolégico de forma adecuada, impidiendo infecciones oportunistas de

organismos como Clostridium difficile.

Todo esto es posible, en parte, gracias a que la gran mayoria de bacterias presentan una
deficitaria maquinaria de unién final no homaéloga, por lo que la induccién mediante CRISPR de
una rotura de doble cadena (DSB) en el genoma bacteriano provoca su muerte.

Si esta rotura de doble cadena ocurre en un plasmido, éste sera eliminado de la bacteria, lo
cual bien, puede provocar la muerte de ella o resultar en una re-sensibilizacion al antibidtico.
En conclusion, la caracteristica mas innovadora de estos antimicrobianos es la especificidad,
porque podemos “personalizarlos” y dirigirlos a algunas secuencias concretas de una sola
especie bacteriana, o incluso a un gen de resistencia a antibidticos. Por el contrario, el modo

de accion de los antibidticos convencionales se dirige hacia un proceso esencial para casi todas

las bacterias, provocando la muerte tanto de bacterias patégenas, como de muchas otras

beneficiosas.

Otra gran ventaja que cabe destacar es la capacidad de reprogramacidon mediante ingenieria
genética de estos componentes. Ya que, aunque se produzcan fendmenos de resistencia frente
a fagos (algo que resulta inevitable), sus posteriores modificaciones podrian otorgarnos

muchas soluciones (13).

Haciendo referencia a los dos métodos de tratamiento propuestos con fagos; el desarrollo de
fagémidos para eliminar plasmidos, donde se encuentran generalmente los genes de
resistencia, (método 2) resulta muy interesante ya que obtenemos bacterias que vuelven a ser
sensibles al antibidtico y evitamos la transmision de esos genes. No obstante, la administracién
de antibidticos convencionales seguiria estando presente, favoreciendo la aparicidon de
posteriores mutaciones genéticas y provocando una recirculacién del problema inicial.

En cambio, si empleamos fagos que causen la muerte directa de las “bacterias problema”
(método 1), acabariamos con la infeccion y dejariamos de lado el uso de los antibidticos,

pudiendo conservarlos para otras situaciones criticas.
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7.-
1.

CONCLUSIONES

El sistema CRISPR representa, ademas de un sistema de inmunidad adaptativa en
bacterias, una formidable herramienta para la ingenieria genética de los organismos,
incluyendo las propias bacterias.

Son varios los tipos de CRISPR/Cas potencialmente utilizables. Basicamente son los
sistemas que utilizan Cas9 y Cas3 los que estan siendo utilizados principalmente en la lucha
antimicrobiana. Sdélo futuros desarrollos definiran cual es la herramienta mas adecuada
para este fin.

Los dos principales métodos propuestos estdn enfocados en producir directamente la
muerte de la bacteria o su re-sensibilizacion.

La administracién de CRISPR con bacteriéfagos es la via mas ampliamente utilizada y
constituye uno de los elementos criticos para la eficacia del sistema. Serd necesario
desarrollar nuevas vias y formas de administracién.

El uso de CRISPR como antimicrobiano presenta como gran ventaja la especificidad sobre
la bacteria diana patégena, dejando intacta el resto de la microbiota, siendo la gran
diferencia respecto a los antibidticos actuales.

Ademas de su alta especificidad no se han encontrado problemas graves de bioseguridad
asociados al sistema CRISPR, lo cual valida su uso como excelentes candidatos en la lucha
antimicrobiana.

La experimentacion en este campo se encuentra en niveles iniciales y se debe profundizar

en algunos de los problemas expuestos, como la via de administracion.

7.1.- CONCLUSIONS

1.

The CRISPR system represents, besides a system of adaptive immunity in bacteria, a
formidable tool for the genetic engineering of organisms, including the bacteria
themselves.

There are several potentially usable types of CRISPR/Cas. Basically the systems that use
Cas9 and Cas3 are those who are being used mainly in the antimicrobial fight. Only future
developments will define which is the most appropriate tool for this purpose.

The two main methods proposed are focused on directly producing the death of the
bacteria or its re-sensitization.

The administration of CRISPR with bacteriophages is the most widely used route and
constitutes one of the critical elements for the effectiveness of the system. It will be

necessary to develop new ways and forms of administration.
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5. The use of CRISPR as antimicrobial presents as advantage the specificity on the pathogenic
target bacterium, leaving intact the rest of the microbiota, being the vast difference to
current antibiotics.

6. In addition to its high specificity, no serious biosecurity problems have been found
associated with the CRISPR system, which validates its use as excellent candidates in the
antimicrobial fight.

7. Experimentation in this field is at initial levels and some of the problems exposed should

be studied in depth, such as the route of administration.

8.- VALORACION PERSONAL

Desde un punto de vista mas propio, considero este tipo de investigaciones como algo crucial

en estos momentos; cuanto mas, ante una posible solucidn a las bacterias resistentes.

Respecto a la técnica CRISPR sélo cabe mencionar su gran utilidad y versatilidad, que la hacen
ser uno de los descubrimientos mas importantes de la biotecnologia y medicina en los ultimos
afios, habiendo sido nominada al Premio Nobel de Medicina y Quimica en el afio 2017. En el
momento que conoci su existencia, senti una gran curiosidad y segui indagando en sus
avances, hasta dar con una aplicacién sobre un tema de gran repercusién, como son las

resistencias antibidticas, donde también estd muy implicada la ciencia veterinaria.

Desde un enfoque académico, me ha supuesto un reto personal entender los fundamentos de
la técnica y desarrollar el grueso del trabajo, al tratarse de un descubrimiento tan novedoso;

pero finalmente resulta gratificante el esfuerzo realizado.

Para terminar, agradecer la labor de mis tutores Pedro Muniesa y Maria Climent, por todos sus
conocimientos aportados, y por ser los responsables de darme a conocer este nuevo mundo,
desconocido hasta ahora para mi. Sin olvidar a mi familia y amigos, quienes han supuesto un

pilar fundamental durante estos cinco intensos afos de estudio del Grado en Veterinaria.
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