Avances del CRI

DOI: https://doi.org/10.11144/Javeriana.umed63-2.cris

SPR/CAS en relacion con su

aplicacidon en cancer colorrectal

Advances of CRISPR/CAS in Relation to its Application in

Colorectal Cancer

Recibido: 21 enero 2022 | Aceptado: 27 febrero 2022

CARrLOS ALBERTO GUZMAN-SERRANO?

Pontificia Universidad Javeriana, Cali, Colombia

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0431-8035
SarAa GUTIERREZ BoLivARr

Pontificia Universidad Javeriana, Cali, Colombia

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3942-5685
CaroLiNa HERNANDEZ TEjADA

Pontificia Universidad Javeriana, Cali, Colombia

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9158-8676
ErLizaBeTH LoNDORNO-VELASCO

Pontificia Universidad Javeriana, Cali, Colombia

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8137-2169

a Autor de correspondencia:

carlosgs@javerianacali.edu.co

Cémo citar: Guzman-Serrano CA, Gutiérrez Bolivar
S, Hernandez Tejada C, Londofo-Velasco E. Avances
del CRISPR/CAS en relacién con su aplicacién en
céncer colorrectal. Univ. Med. 2022;63(2). https://do
i.org/10.11144/Javeriana.umed63-2.cris

| Universitas Mepica | CoLomBia

RESUMEN

En el mundo, el céncer colorrectal (CCR) presenta una alta incidencia
tanto en hombres como en mujeres, con una mortalidad del 9,4%. El
estudio de diversos genes implicados como el MSH3 y MUTYH, entre
otros, al igual que las multiples vias afectadas que predisponen su
aparicién, como la via Wnt/APC/B-catenina, PI3K/AKT, NF-xB y Ras/
Raf, no solo han permitido el entendimiento de la fisiopatologia para el
diagnéstico, prondstico y tratamiento del CCR, sino que también han
concedido el avance en el establecimiento de nuevas técnicas como
CRISPR. Utilizando el sistema CRISPR/Cas, se ha logrado reconocer
genes que se constituyen en blancos terapéuticos como ZEBI,
miR-139-5p y CCAT1, entre otros; ademas de favorecer la comprensién
de la accién de las proteinas CD133, CD166, FUT4 y FUT9 en los
procesos de tumorigénesis, quimiorresistencia, invasién y proliferacién
celular en CCR. Estudios en modelos in vitro e in vivo han demostrado su
posible efectividad terapéutica y diagnéstica, pero no hay suficientes
ensayos clinicos que demuestren la aplicacién de esta herramienta en
humanos. Luego, los hallazgos identificados en esta revisién representan
un avance importante hacia la aplicacién a futuro del CRISPR como
terapia génica en CCR en humanos.
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ABSTRACT

Worldwide, colorectal cancer (CRC) has a high incidence in both men
and women, with a mortality of 9.4%. The study of various genes
involved such as MSH3 and MUTYH, among others, as well as the
multiple affected pathways that predispose their appearance, such as the
Wnt/APC/B-catenin pathway, PI3K/AKT, NF-xB and Ras/Raf; they have
not only allowed the understanding of the pathophysiology for
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the diagnosis, prognosis and treatment of CRC, but they
have also advanced the establishment of new techniques
such as CRISPR. Using the CRISPR/CAS system, it
has been possible to recognize genes that constitute
therapeutic targets such as ZEBI, miR-139-5p and CCAT,
among others; in addition to favoring the understanding
of the action of the proteins CD133, CD166, FUT4 and
FUTO9 in the processes of tumorigenesis, chemoresistance,
invasion and cell proliferation in CRC. Studies in in vitro
and in vivo models have shown its possible therapeutic
and diagnostic effectiveness, but there are not enough
clinical trials that demonstrate the application of this
tool in humans. Therefore, the findings identified in this
review represent an important advance towards the future
application of CRISPR as a gene therapy in human CRC.

Keywords
CRISPR; colorectal cancer; gene therapy; treatment.

Introduccién

El cancer colorrectal (CCR) es una entidad
multifactorial con factores de riesgo genéticos
y ambientales. Es una enfermedad comdnmente
originada a partir de la proliferacién de células
epiteliales displdsicas de la mucosa del colon
y el recto, cuya principal presentacion es el
adenocarcinoma (1). Segin GLOBOCAN 2020,
el CCR es el tercer cdncer méas diagnosticado en
el mundo, con una incidencia del 10% (2). Su
incidencia es mayor en hombres respecto a las
mujeres, especialmente en pafses desarrollados,
y a medida que el indice de desarrollo aumenta
en cada pafs, también aumenta la incidencia
del CCR (2). En cuanto a la mortalidad,
el CCR se ubica en el segundo puesto, con
aproximadamente 935000 muertes estimadas
para el 2020; el céancer de colon, en el quinto
lugar, con el 5,8% de todas las muertes por cancer,
y el cancer de recto, en el octavo puesto, con el
3,4% de todas las muertes por cincer (2).
Anteriormente, con frecuencia, esta patologia
se asociaba con pacientes mayores de 50 afios,
pero ahora los reportes indican una mayor
aparicién en poblacién joven y adultos menores
de 40 afios (3). Si bien se han descrito factores
de riesgo como la presencia de algin familiar
de primer grado con antecedente de CCR, que
implica un riesgo de dos a cuatro veces mayor
para la persona, el sobrepeso, el tabaquismo, la
alta ingesta de carnes rojas y el sedentarismo

también se han identificado como posibles
factores de riesgo, aunque no se detecta una
causa particular para este cambio epidemiolégico
4,5).

En Colombia, el CCR constituye la cuarta
causa de mortalidad por céncer, con una
incidencia aproximada de 16 casos por cada
100000 habitantes para el 2021 (6). En su
etiologfa, el componente genético desempefa
un papel importante, pues mas del 80% de
todos los casos de adenomas son iniciados
por mutaciones en el gen APC (Adenomatous
polyposis  Coli), lo que se constituye en el
primer evento de desarrollo de adenocarcinomas,
que corresponden al 98% de los casos de
CCR. Ademss, las mutaciones germinales en
genes de la via de la reparaciéon de mal
apareamiento (MMR, por sus siglas en inglés)
también estdn involucrados en la patogénesis
del CCR hereditario no polipésico, lo que
evidencia la predisposicién genética y familiar
en esta patologia (7,8). En relacion con el
prondstico, el estado del tumor es el factor
més importante, y los procedimientos més
empleados para la estadificacién del CCR son
ultrasonido endoscépico, escaner abdominal y
exploracién quirtdrgica. En el caso de tumores
bien diferenciados, la histologia tumoral con
estadio IV (cualquier T, cualquier N, M1), donde
ya se muestra metdstasis, permite determinar
una sobrevida de cinco afios. En cuanto al
tratamiento, se puede clasificar como sistémico
y localizado. Para el sistémico se encuentra
disponible la quimioterapia, la inmunoterapia y la
terapia dirigida, que se consideran en pacientes
con enfermedad avanzada (9). El tratamiento
local se refiere a las intervenciones dirigidas
a la extraccién del tumor: cirugia, ablacién,
embolizacién y radioterapia; estos se pueden
emplear en cualquier estadio de la enfermedad
(9,10).

Teniendo en cuenta la alta mortalidad y baja
sobrevida del paciente con CCR, aun cuando
se ha manejado con las terapias tradicionales ya
mencionadas, se hace hincapié en la necesidad de
enfoques terapéuticos alternativos que permitan
abarcar la complejidad de los mecanismos
genéticos moleculares y las limitaciones en
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los tratamientos actuales para el CCR (11).
Para ello se han propuesto las repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas, conocidas como CRISPR-Cas9
(CRISPR associated protein 9), por sus siglas en
inglés, como una estrategia de terapia genética
prometedora por su capacidad para desactivar
genes mutados, reparar genes y regular Ia
transcripcion  génica (12,13), aunque hasta Ia
fecha no hay evidencia de estudios clinicos que lo
corroboren.

Recientemente, datos de un ensayo clinico
de fase 1 (disenado para probar la seguridad y
viabilidad) sobre los primeros pacientes con
cancer (dos con mieloma refractario avanzado y
uno sarcoma metastasis) tratados con células T
modificadas con CRISPR-Cas9 mostraron como
resultado un injerto duradero de hasta nueve
meses, con ediciones en tres loci gendmicos
(TRAC, TRBC y PDCDI) que potencian la
capacidad de reconocimiento de las células
tumorales para combatirlas con la respuesta
inmune reprogramada, y reportaron que no
hubo reacciones negativas en ninguno de
los tres tratados (14). Ello sugiere que la
inmunogenicidad es minima en las condiciones
brindadas para el estudio y demuestra Ia
viabilidad de la ediciéon con CRISPR para la
terapia del céncer, especialmente en los casos
de tumores solidos que no responden a la
inmunoterapia (14).

En cuanto al CCR, los estudios se han
centrado en la experimentacion in wivo en
modelos murinos e in vitro en lineas celulares.
Igualmente, se reportan distintas investigaciones
sobre las cuales se observa un posible efecto
benéfico de esta técnica para combatir el CCR.
Por ello, el objetivo de esta revision de tema
es brindar una descripcién genética y molecular
del CCR e identificar los avances del CRISPR/
Cas en relacién con su aplicaciéon diagndstica y
posible potencial terapéutico en el CCR, de
acuerdo con la literatura publicada en espafiol e
inglés entre 2014 y 2021 en las bases de datos
de PubMed, Web of Science, SciELO y Google
Scholar, con los términos CRISPR-Cas9, cdncer,
cdncer colorrectal y terapia génica.
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Genética molecular del cancer

colorrectal

La predisposicion genética del CCR es del
6% al 10% cuando se asocia con mutaciones
de linea germinal de penetrancia alta, que
corresponde en el 70% de los casos a mutaciones
somaticas (8,15). Ahora bien, la expresion de
estas mutaciones permite identificar la histologia
tumoral y los fenotipos moleculares que van a
permitir orientar el diagnéstico y el tratamiento.
De acuerdo con lo anterior, a continuacién se
mencionan los sindromes hereditarios de CCR.

Los sindromes hereditarios del CCR se dividen
fenotipicamente en sindromes con y sin poliposis,
segin el nimero y la histologia de los pdlipos
colorrectales (16). Los sindromes hereditarios
asociados con polipos, a su vez, se dividen en
adenomatosos y hamartomatosos. Dentro de la
clasificacién de sindromes adenomatosos, existe
la poliposis adenomatosa familiar, con un patrén
de herencia autosémico dominante y vinculada
con variantes patégenas de la linea germinal en
APC (8,17); ademds, se asocia con tumores en el
tracto gastrointestinal superior y manifestaciones
extraintestinales, como céncer papilar de tiroides
(18, 19). Asimismo, esta la poliposis asociada a la
correccién de lectura de la polimerasa, causada
por variantes patdgenas en los dominios de
exonucleasa de POLE (DNA Polymerase Epsilon)
y POLD1 (DNA Polymerase Delta 1), que tienen
un patrén de herencia autosémico dominante
(20).

En cuanto a la poliposis asociada a MUTYH
(MutY DNA glycosylase), de patrén autosémico
recesivo, el 93% corresponde a mutaciones
Y179C y G396D. Asi, tienen un riesgo mayor
para CCR los portadores monoalélicos de
Y179C, comparado con los portadores de G396D
(21). No obstante, también encontramos la
poliposis mixta, cuya causa genética viene de
variantes de la linea germinal de GREMI
(Gremlin 1, DAN Family BMP Antagonist),
implicada en la secrecién de la proteina Gremlin,
particularmente identificada en poblaciones
suecas y de descendencia judia asquenazi
(20). También esta la poliposis serrada, dada
principalmente por mutaciones de la linea
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germinal en el gen supresor de tumores RNF43
(Ring Finger Protein 43), asi como las mutaciones
en los genes GREM1 y MUTYH (22,23).

Respecto a los sindromes de poliposis
hamartomatosa, estos exhiben un patrén de
herencia autosémico dominante e incluye el
sindrome de Peutz-Jeghers, el sindrome de
poliposis juvenil y los sindromes tumorales PTEN
(Phosphatase and Tensin Homolog) (8). El primero
se debe a variantes en la linea germinal y se
asocia con cancer del tracto gastrointestinal
superior, cancer de mama, cincer de pulmén y
cancer del cordén sexual (24). El sindrome de
poliposis juvenil se da por variantes en BMPRIA
(Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1A)
y SMAD4. Por dltimo, los sindromes tumorales
PTEN se asocian con variantes de la linea
germinal PTEN, que tiene multiples fenotipos vy,
por tanto, heterogeneidad clinica, que se puede
presentar a manera de hamartomas gastricos
y colorrectales, pélipos hiperplésicos, lipomas y
ganglioneuromas, entre otros (8,25).

Aungque los sindromes del CCR asociados con
fenotipos de poliposis son los mas faciles de
reconocer, la gran mayoria de los individuos
afectados por la predisposicion genética al CCR
no presentan polipos multiples (8). Los sindromes
no asociados a poliposis se subclasifican segin
el fenotipo molecular del tumor: deficiente en
la reparacién de errores de apareamiento del
ADN (MMR-d) o proeficiente (MMR-p) (8).
Dentro de las mutaciones en MMR-d esta el
sindrome de Lynch, relacionado con variantes
en la linea germinal o epimutaciones en los
genes de reparacién de errores de apareamiento
del ADN: MLHI (MutL Homolog 1), MSH2
(MutS Homolog 2), MSH6 (MutS Homolog 6) y
PMS2 (Postmeiotic Segregation Increased 2), siendo
estas Gltimas las m4s prevalentes en la poblacién
general (26). En cuanto al componente MMR-
p, el riesgo de padecer CCR disminuye el doble y
solo se ha mostrado asociacién con el gen RPS20
(Ribosomal Protein S20), por la alta penetrancia
de sus mutaciones (8,27).

Actualmente, estudios de secuenciacién
genémica a gran escala han identificado otros
genes que con poca frecuencia mutan en CCR
esporddico y revelan la alta heterogeneidad

genética inter- e intratumoral en tejidos
cancerosos (28). Por ello, los modelos de
progresion de genes se estan remplazando por
modelos orientados a las vias de sefalizacion
desreguladas en CCR.

Se han encontrado mudltiples vias de
sefializacién importantes en la proliferacion,
metabolismo,  diferenciacién,  supervivencia
celular y rutas de apoptosis, que, cuando
se encuentran alteradas, generan mayor
susceptibilidad al CCR. Algunas de las vias
relacionadas son Wnt/APC/B-catenina, PI3K/
AKT, NFE-«B (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) y Ras/Raf (15).
La via Wnt/B-catenina es la que se afecta més
frecuentemente en el CCR esporadico (15), y se
ha observado que la hiperactivacién de esta via
contribuye tanto al inicio como a la progresiéon
del CCR, relaciondndose con miltiples causas,
como mutaciones en la proteina APC y AXIN
(29, 30). Asimismo, otra via involucrada en
el desarrollo del CCR, tanto esporddico como
hereditario, es la de PI3K/AKT/PTEN, que
puede encontrarse disfuncional o hiperactiva y
es responsable de miltiples actividades celulares,
como la activaciéon del crecimiento celular y
la inhibicién de la apoptosis, diferenciacién y
migracién celular (15).

Respecto a la via del NF-xB, esta se
correlaciona con el CCR, debido a su papel
en los mecanismos de proliferacién, inflamacién
celular y angiogénesis, que favorecen el desarrollo
tumoral (31). Por otra parte, la via de sefializaciéon
Ras/Raf, implicada en procesos de fosforilaciéon
de protefnas (15, 29), favorece procesos de
proliferacién celular, supervivencia prolongada,
angiogénesis, evasién apoptética y metastasis,
que llevan a la transformacién celular maligna y
progresion tumoral (29).

Existen muchas otras vias relacionadas con el
desarrollo de esta enfermedad de menor forma.
Sin embargo, conocer las vias de sefializaciéon
mds importantes involucradas en el desarrollo del
CCR y c6mo estas se asocian resulta de suma
importancia, debido a que se logra comprender el
inicioy la progresién de esta patologia, para lograr
relacionarlo con el desarrollo de posibles terapias,
prondsticos y respuestas a tratamientos.
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CRISPR como herramienta de ediciéon
génica

El sistema CRISPR-Cas9 es una herramienta
prometedora de edicién del genoma que tiene
potencial terapéutico contra los trastornos
genéticos incurables. Comprende una serie de
componentes esenciales para la introduccién
de cambios o ediciones precisas en secuencias
de ADN blanco (figura 1A). Uno de estos
elementos es la endonucleasa Cas9, que corta
las dos cadenas del ADN en un sitio particular
del genoma. Otro elemento clave es el ARN
guia (ARNg), que es una secuencia predisefiada
de ARN (alrededor de 20 nt complementarios
al ADN blanco), situada dentro de un marco
de ARN largo (32,33). En relacién con el
mecanismo de accién, la enzima Cas9 sigue al
ARNg hasta la secuencia blanco. Este complejo
tiene dos dominios cataliticos (HNH y RuvC)
que actdan juntos para mediar las roturas en el
ADN. Cada uno de estos dominios cataliticos
escinde una cadena de ADN, lo que da como
resultado dos roturas proximales a la secuencia
de PAM (Protospacer adjacent motif) en el sitio
objetivo (34), para luego inducir procesos de
reparacién del ADN. Estas roturas de doble
cadena generalmente se reparan mediante una
de dos vias. Una via tiene que ver con intentar
reparar el dafio mediante la unién de extremos
no homologos, propensos a errores, y la otra via
a través de la reparacién dirigida por homologia,
la cual durante el proceso de reconstruccién
del ADN escindido usa el ADN homdlogo del
donante para introducir cambios dentro de uno
o mas genes en el genoma de la célula de interés
(32). Es de mencionar que, en comparacién con
otras técnicas de ediciéon del genoma, CRISPR-
Cas9 es una técnica de facil uso, flexible,
altamente eficiente y especifica (33,34).
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Figura 1

CRISPRCas en cancer colorrectal. A) Elementos clave para edicién génica con
CRISPRCas9 B) Genes editados con CRISPR in witro e in vivo con potencial
terapéutico. C) Hallazgos respecto a genes y vias alteradas en cdncer
colorrectal identificados a través de CRISPR

PAM: protospacer adjacent motif.
Fuentes: figura 1A modificada de Adli
(34), figuras 1B y 1C, elaboracién propia.

El sistema CRISPR-Cas ha estado en estudio
para su uso en la activacién transcripcional,
represién  transcripcional, modificaciéon de
histonas, edicién de bases, metilacién del ADN
y manipulacién del genoma dentro del espectro
de pacientes con enfermedades genéticas (35).
Esta técnica ha mostrado efectividad en estudios
con poblacién murina y ciertos tipos de céncer,
por ejemplo, pulmén, préstata, mama y tiroides
(36). Asi mismo, se ha estudiado como parte
del tratamiento para enfermedades como la
diabetes, la anemia falciforme, la enfermedad
de Huntington, la enfermedad de Alzheimer
(36), entre otras, y se ha planteado el uso de
CRISPR para la correccién precisa de mutaciones
particulares o la reversién del defecto hacia el
ADN original.

Por otro lado, y en coherencia con que el
sistema CRISPR-Cas9 tiene una funcién antiviral
en la inmunidad adaptativa bacteriana, este
sistema presenta un gran potencial para la
defensa y eliminacién de oncovirus especificos,

coactivadores y genes
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como el virus del papiloma humano (VPH),
asociado con el desarrollo de céncer cervical,
de laringe, ano y otros. De hecho, Hsu et al.
(37) pretendian, por medio de un adenovirus,
usar el sistema CRISPR-Cas9 para determinar
si era posible inhibir el crecimiento tumoral in
vivo inducido por el VPH -16 (genotipo 16).
Luego, en ese estudio se demostrd una reduccién
significativa y selectiva del crecimiento tumoral
anal en modelos murinos al direccionar el Cas9-
RNAg para inactivar los genes E6 y E7 del
VPH-16, y ello confirmé su potencial uso para
el tratamiento selectivo de tumores inducidos
por VPH (37). En este sentido, y con la
efectividad en otros tumores sélidos, se propone
la implementacién de los grupos virales como el
adenovirus o el lentivirus, previa insercién de
CRISPR-Cas9 modificado, para el tamizaje de
distintos genes implicados en el desarrollo del
CCR, al haberse demostrado su utilidad para
retener el microambiente tumoral en modelos
murinos y a la aproximacién a un contexto real

de la enfermedad (35).

Uso del CRISPR en cancer colorrectal

En CCR son diversas las mutaciones que
confieren capacidades tumorigénicas a las células
intestinales, lo que se manifiesta en una gran
cantidad de alteraciones celulares adicionales
que dificultan el tratamiento adecuado y preciso.
Debido a ello, el bloqueo de genes tnicos
a veces resulta inefectivo, por las diferentes
combinaciones genéticas en CCR (38). En este
contexto, se han realizado varios estudios con
CRISPR, principalmente para comprender las
distintas vias asociadas con la gran cantidad
de genes implicados en el CCR (39). Por
ello, oncogenes como KRAS vy el NRAS, genes
supresores de tumores como PTEN y el SOX15
(SRY-Box transcription factor 15) y genes de
resistencia a medicamentos como el ZEB1 (Zinc
Finger E-Box Binding Homeobox 1) y el MIR139-5p
(MicroRNA 139) han sido blancos de CRISPR
en CCR (40). Adicionalmente, el uso de esta
técnica ha brindado nuevas aproximaciones a la
comprensiéon de genes como el CCAT1 (Colon

cancer associated transcript 1), el cual se observa
sobreexpresado no solo en adenocarcinoma
de colon, sino también en cancer ovdérico y
carcinoma hepatocelular, y se ha asociado con
procesos de proliferacién celular, migracién y
metastasis (41).

En este sentido, el CRISPR-Cas9 ha permitido
identificar nuevos genes relacionados con el
CCR que permiten dilucidar aspectos atn
desconocidos en esta patologia (30). Un ejemplo
de esto corresponde a la modulacién de la via
de la Wnt/B-catenina, la cual hasta el momento
ha mostrado ser inefectiva, particularmente
por sus multiples vias subyacentes que ain
se desconocen (39). Sin embargo, Wan et al.
(39), usando CRISPR-Cas9 en lineas celulares
y cultivos organoides, lograron observar nuevos
reguladores como las proteinas KMT2A/MII1
(histone lysine methyltransferase 2A oncoprotein/
mixed-lineage leukemia 1), reguladoras de la
ocupacién de la cromatina de [B-catenina y el
rendimiento transcripcional, implicada en la via
de Wnt/B-catenina (39).

Por otro lado, Evron et al. (42) identificaron
implicaciones de la helicasa DHX29 (DEAD/H
box RNA helicase 29) en la inhibicién de la ruta
de Ia Wnt en pacientes con CCR y aportaron a la
literatura el papel de las helicasas en la regulaciéon
de esta cascada (42). De igual forma, Haiwen Li
et al. (43) detectaron por medio CRISPR una
asociacién entre la sobreexpresion del gen de
LGALS2, que codifica para la proteina de unién
a glicanos Gal2 (Galectin 2), y la disminucién en
la proliferacién de células epiteliales de tumor
de colon. En dicho estudio se demostré que
los ratones knockout Gal2 desarrollaron tumores
significativamente méas grandes respecto a los
ratones silvestres, usando un modelo de CCR
inducido por azoximetano/dextrano sulfato de
sodio, destacando el potencial terapéutico del
Gal2 en el CCR (43).

Wang et al. (44) reportaron en su estudio que
la edicion cuadruple de los genes KRAS, MEK]1
(Mitogen-activated protein kinase kinase), PIK3CA
y MTOR, mediada por adenovirus como vector
del CRISPR, redujo de manera significativa
el crecimiento tumoral de células del CCR
con mutacién KRAS. Esos resultados también
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permitieron inferir una alta especificidad y baja
toxicidad del sistema de edicién cuddruple; sin
embargo, dadas las caracteristicas hepatotéxicas
del vector, es necesario seguir explorando la
aplicacion clinica del sistema para el tratamiento
del CCR y otros tipos de cancer (44).

Otros autores como Boos et al. (45) plantean
una posible asociacién entre la expresiéon
del KRAS a la resiliencia contra terapias
combinadas. En su estudio con organoides
derivados de pacientes con CCR, han planteado
la posibilidad a futuro de realizar terapias guiadas
en el CCR, sugiriendo la aplicabilidad del
CRISPR para poder identificar posibles riesgos o
complicaciones en la administracién de ciertas
terapias (45).

Por otra parte, la multirresistencia a
las terapias tradicionales se ha reportado
ampliamente en el CCR, y corresponde a una
causa importante de fallo terapéutico. Lei et al.
(46) hacen uso de CRISPR/Cas9 para dirigirse
a los ABC (transportadores dependientes de
ATP), evitando su sobreexpresién y previniendo
la salida del firmaco de quimioterapia
en células de CCR. Dicho grupo de
transportadores, particularmente el ABCB1/P-
gp, reduce las concentraciones del firmaco
intracelular, disminuyendo como consecuencia
su efectividad (46). De igual forma, Li et al.
(47) comprobaron por medio de experimentacién
in vitro que el CRISPR-Cas9 puede usarse para
inhibir la proteina Par3L (Partitioning defective 3-
like protein), asociada con una baja supervivencia
en células tumorales colorrectales, mediante la
induccién de la apoptosis, la activacién de
la cascada de sefalizaciéon LKB1/AMPK (Liver
kinase B1/AMP-activated protein kinase) y la
inhibicién de la proliferacion celular, al tiempo
que las células cancerosas mostraron mayor
sensibilidad a quimioterapia e irradiacién (47).

Caso similar exponen O’Cathail et al. (48)
en su estudio, donde se describe la participaciéon
de la via de sefalizacién de NFR2, hasta
hace poco estudiada en CCR, por medio de
ensayos en lineas celulares radiorresistentes y
radiosensibles utilizando CRISPR-Cas9 (48). En
su estudio precisan que la activacién de dicha via
contribuye a los procesos de quimiorresistencia
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y radiorresistencia; mientras que su inhibicién
sensibiliza las células ante dichos tratamientos
(48). De la misma manera, Yu et al. (49)
encontraron que el miR-5197 contribuye a
mejorar la sensibilidad de las células de CCR
a la radioterapia, por lo que resulta de suma
importancia al observar que el 50% de los
pacientes con CCR pueden presentar resistencia
a esta (49).

El estudio de glucoproteinas también se ha
evaluado dentro de su implicacién con el
CCR. En estudios con CRISPR-Cas9 sobre el
bloqueo de genes implicados en la expresiéon
de CD133 (Prominin 1) se ha encontrado una
clara inhibicién de la migracién celular y la
invasiéon de células en CCR (50). Igualmente,
se observé que este proceso de bloqueo también
generd una pérdida de la vimentina, la cual refleja
la transicién epitelio-mesénquima en el cdncer
(50). Por igual, Watanabe et al. (51) encontraron
por medio de esta técnica una asociacién
entre la CD166 (Cluster of differentiation 166)
y la TP53. Afirmaron que la primera puede
afectar a la segunda, promoviendo estados
tumorogénicos, quimiorresistencia, invasion
celular y proliferacién celular (51). Se reconoce
entonces que la CD166 se asocia con mal
prondstico y un progreso clinico-patolégico
mayor, pues se ha observado hasta en un 30,6%
de los casos de CRC (52).

Asi mismo, se han estudiado los procesos de
fucosilacion, los cuales, al observarse aumentados
en el organismo, son indicativos de presencia
de células cancerosas, particularmente en la
zona colorrectal, y se asocian con mayor
progresion tumoral, metéstasis y resistencia
a la quimioterapia (53). Blanas et al. (53)
determinaron por medio de la activacién de genes
transcriptores de las FUT4 (Fucosyltransferase 4)
y FUT9 (Fucosyltransferase 9), utilizando CRISPR
en una poblacién de células murinas con CCR y
sin presencia de FUT4 ni FUTY, que existe una
asociacion directa entre la presencia de niveles
elevados de estas protefnas con la presencia de
antigeno de Lewis fucosilado, al igual que otros
procesos implicados en la aparicién del CCR.
Se conoce que la sobreexpresion de FUT4 se
asocia con la resistencia de la quimioterapia
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contra fadrmacos como el cetuximab o el
bevacizumab (54). Por otro lado, se ha visto
que la sobreexpresion de FUT9 favorece la
actividad celular tumoral, mientras que su
supresiéon favorece la agresividad tumoral y el
crecimiento tumoral masivo (55). Por otro lado,
la sobreexpresién del antigeno de Lewis se ha
vinculado con la sobreexpresion de los distintos
FUT que permiten la formacién de este, ya que
se ha observado en el 40%-50% de los casos de
malignidad gastrica o colorrectal (56).

Finalmente, Duran-Vinet et al. (57)
reportaron el CRISPR/Cas como un nuevo
método de deteccién de 4cidos nucleicos que
permite el diagndstico y prondstico temprano del
CCR a través de la medicién de biomarcadores
en saliva y sangre. Teniendo en cuenta lo
anterior, se han utilizado las endonucleasas Cas12
y Casl3, que amplifican intrinsecamente la
sefial de deteccién mediada por su actividad
transcolateral; sin embargo, el Casl3 cumple
mejor los requisitos de diagndstico basados en
micro-ARN para un diagndstico y prondstico
temprano del CCR (58). Ademas, Bender et al.
(58) explican que el Cas13 se une y escinde los
sistemas de interferencia del ARN; mientras que
el Cas9 se une a los sustratos del ADN vy carece
de un dominio DN-asa, haciendo que sea una
mejor alternativa, capaz de cambiar el fenotipo
por alteracion del ARN sin alterar el ADN (59).

Estd claro que, en la actualidad, las
investigaciones sobre la aplicacién de CRISPR
para combatir el CCR son pocos y se encuentran
en estado de experimentacién in witro e in vivo.
Sin embargo, los estudios reportados en este
articulo han permitido reconocer nuevos genes
y proteinas que intervienen en el desarrollo
de este tipo de cancer (véanse figuras 1B vy
1C). Si bien hasta el momento los estudios
se basan en modelos murinos y estudios in
vitro, sin presencia de ningin estudio clinico
que demuestren el espectro terapéutico del
CRISPR, Ias investigaciones brindan nuevas
oportunidades para dilucidar las vias moleculares
que a futuro pueden ser blancos terapéuticos en
el Ambito clinico (60).

Conclusién

El CCR es una enfermedad que se ha
estudiado ampliamente, dada su alta incidencia
y mortalidad en todo el mundo. Si bien se han
reconocido factores de riesgo que predisponen
su aparicion, adn siguen en estudio muchos de
sus genes y vias de sefalizacién implicadas en
su comportamiento tumoral. De esta manera,
se han planteado nuevas terapias que buscan
dirigirse al paciente que se est4 tratando. En este
sentido, la terapia génica por medio del sistema
CRISPR-Cas9 se ha utilizado para modular la
expresion de mutaciones implicadas, de manera
directa o indirecta, con el desarrollo del CCR y
ha permitido de esta forma la comprensién del
cancer y sus posibles implicaciones terapéuticas.

Aungque se han desarrollado diversos estudios
in vivo e in vitro en la poblacién murina, hasta
el momento no se han desarrollado estudios en
humanos que demuestren la utilidad de estas
terapias. Debido a lo anterior, el uso de CRISPR-
Cas9 como parte de la terapia para el manejo de
pacientes con CCR atin no se ha mostrado dentro
del espectro de aplicabilidad clinica. No obstante,
brinda nuevas herramientas que permiten tanto
vislumbrar los distintos procesos implicados
en el CCR que favorecen la tumorigenicidad,
la quimiorresistencia, la invasién celular y la
proliferacién celular como identificar procesos
patogénicos y analizar el uso diagnéstico de esta
herramienta.

Por lo pronto, el CRISPR-Cas9 se muestra
como un método de andlisis y estudio
para el CCR, pudiendo a futuro brindar
pautas terapéuticas basadas en la medicina de
precisién. Hasta el momento, no se encontraron
ensayos clinicos que permitan identificar las
propiedades terapéuticas de CRISPR en CCR en
humanos. Desafortunadamente, no hay ensayos
clinicos que permitan identificar las propiedades
terapéuticas del CRISPR en efi CCR en seres
humanos. Por esta razén, es necesario incentivar
la investigacién en el tema, con el propdsito
de aumentar el conocimiento tedrico no solo
en modelos animales, sino en humanos y
promover nuevos estudios clinicos, haciendo uso
de esta técnica genética, que puede brindar
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una oportunidad terapéutica para el grupo de
pacientes con CCR.
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