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Resumen

La convergencia entre las ciencias sociales y experimentales se ha llevado a cabo
para la bioarqueologia. Ello ha sido posible porque los restos arqueolégicos pueden
ser analizados con metodologias de biologia molecular, como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), asi como la secuenciacion de acidos nucleicos y péptidos
(proteinas). Una consecuencia revolucionaria es la posibilidad de traer a la vida o
restaurar especies previamente extintas. Ello ha representado un suefio cientifico
desde hace algunos anos, siendo ahora mucho mas factible, gracias a un significativo
avance tecnoldgico. Es conocido como repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y
regularmente interespaciadas (CRISPR). En resumen, permite editar genomas,
incluyendo los modernos y antiguos. Entre otros ejemplos, los genomas del elefante
actual y mamut extinto pueden ser comparados, permitiendo editar el primero para
asemejarlo al segundo. Asi, la tecnologia CRISPR se esta convirtiendo en algo
realmente excitante, con gran potencial no solo en medicina y mejora de plantas y
animales, sino también en bioarqueologia.
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Abstract

Convergence between social and experimental sciences has been accomplished for
bioarchaeology. That has been possible since archaeological remains can be analyzed
with molecular-biology methodologies, like Polymerase Chain-Reaction (PCR), as well
as nucleic-acid and peptide (protein) sequencing. A revolutionary consequence is the
possibility to bring to life or restore extinct species. That has been a scientific dream for
some years, and now is much more feasible, due to a recent technological
breakthrough. That is known as Clustered Regularly-Interspaced Short-Palindromic
Repeats (CRISPR). In short, it allows to edit genomes, including modern and ancient
ones. Among other examples, current elephant and extinct mammoth genomes could
be compared, to edit the former and to make it to resemble the latter. Thus, CRISPR
technology is becoming certainly exciting, holding a great potential not only in medicine
and plant and animal breeding, but also in bioarchaeology.
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Introduccién

Resulta interesante constatar que la curiosidad ha impulsado los avances
humanos. De hecho, se cree que los neandertales (Homo sapiens
neanderthalensis) y otras subespecies humanas como denisovanos (Homo
sapiens denisova) se extinguieron (Dorado et al, 2010) porque tenian menos
curiosidad que los humanos modernos (Homo sapiens sapiens). De esta
manera, las subespecies ahora extintas vivian en menos lugares en
comparaciéon con el ultimo, que se extendié por todo el mundo. Incluso asi,
estuvimos cerca de la extincién por lo menos tres veces en nuestra evolucion
bioldgica: i) hace 1°2 millones de afos (Homo sapiens, Homo ergaster y Homo
erectus tenian una poblacion mundial de ~18.000 personas); ii) hace 150.000
afios (etapa glacial, con solo ~600 sobrevivientes humanos); v iii) hace 70.000
afnos (explosiéon de Toba en Sumatra, dejando entre 1.000 y 10.000 personas).

La arqueologia es un area de investigacién fascinante. Asi, permite
descubrir hechos antiguos que de otro modo serian desconocidos. Hasta hace
poco, este area del conocimiento era considerado y clasificado dentro de las
ciencias sociales (incluyendo las artes y las humanidades), pero ahora también
se considera dentro de las ciencias experimentales. Este es el caso, por
ejemplo, de la revista “Journal of Archaeological Science”, que esta indexada
en ambas areas del “Journal Citation Reports” (JCR) de la “Web of Science”
(WoS) de Clarivate Analytics (antes, Thomson Reuters)
<http://apps.webofknowledge.com>. Esta convergencia ha tenido lugar porque
ahora es posible analizar restos arqueoldgicos utilizando metodologias de
biologia molecular. Esto se ha logrado con técnicas como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, “Polymerase Chain-Reaction”), asi
como la secuenciacion de acidos nucleicos y péptidos. Dichas metodologias se
han potenciado aun mas con avances sustanciales en informatica, incluyendo
hardware (por ejemplo, microprocesadores con multiples nucleos) y algoritmos
de software (bioinformatica). Todo ello conduce a la bioarqueologia a un
territorio nuevo y excitante, cerca del estudio de entidades vivientes, como
viroides, virus virusoides y celulares (procariotas y eucariotas).

Una consecuencia emocionante de la convergencia entre estas ciencias es
la posibilidad de traer a la vida especies previamente extintas, lo que se
consideraba imposible hace apenas unos anos. Este es, sin duda, un avance
sugerente. Bienvenido a la desextincidn (a veces, erroneamente nombrada
como resurreccion, que tiene un significado diferente, relacionado con la
religion). Tal sueno cientifico es ahora mucho mas factible, gracias a los
nuevos logros tecnolégicos, como se describe a continuaciéon. Una vez mas, la
curiosidad humana y las innovaciones estan impulsando los avances
cientificos y logros practicos...

Repeticiones palindréomicas cortas, agrupadas y regularmente
interespaciadas

Las repeticiones palindrobmicas cortas, agrupadas y regularmente

interespaciadas (CRISPR; del inglés, “Clustered Regularly-Interspaced Short-
Palindromic Repeats”) representan una tecnologia, revolucionaria que permite
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editar acidos nucleicos in vitro e in vivo (Mojica y Montoliu, 2016). Al igual que
con algunos otros desarrollos tecnologicos, la base molecular de este proceso
fue descubierta por casualidad. En tal momento, se consider6 una mera
curiosidad (secuencias de ADN con fragmentos de repeticiones cortas de
bases nucleotidicas). De hecho, el origen y el uso de las subsecuencias
interespaciadas no se conocian en ese momento. Curiosamente, mas tarde se
demostré que CRISPR representa el unico sistema de inmunidad adaptativa de
procariotas (Marraffini, 2015; Jackson et al, 2017). Por otro lado, la
endonucleasa Cas9 es un sistema de cuatro componentes que incluye dos
moléculas pequeiias de ARN denominadas CRISPR ARN (crRNA), ARN
CRISPR trans-activador (tracrRNA; del inglés, “trans-activating CRISPR RNA”;
que se une al crRNA y forma un complejo activo) y RNasa Ill (Barrangou,
2015). Esto constituye el sistema CRISPR-Cas9.

En resumen, cuando las bacterias sufren infecciones virales, a veces
pueden sobrevivir y almacenar partes de tales genomas de virus, como una
especie de memoria molecular. Funciona de la siguiente manera: i) los
fragmentos de ADN del virus (conocidos como espaciadores) se almacenan en
matrices CRISPR, dentro del genoma bacteriano; ii) los espaciadores se
transcriben en pequefas guias de ARN; iii) dichas guias se unen a proteinas
como la “proteina 9 asociada a CRISPR” (Cas9); y iv) esta ultima es una
enzima endonucleasa de ADN guiada por ARN, que puede reconocer y cortar
el ADN mediante hibridacion con la plantilla de ARN asociada (previamente
transcrita a partir del ADN del virus). Por lo tanto, una estrategia tan elegante
puede reconocer y destruir el ADN exdgeno al que se habia expuesto
previamente la bacteria, en caso de que se produzca una infeccion futura (Fig.
1). Pero, curiosamente, no todos los procariotas contienen sistemas CRISPR
(Grissa et al, 2007; Rousseau et al, 2009). Asi, se han identificado en el 45%
de las bacterias y el 87% de las arqueas cuyos genomas se han secuenciado
hasta ahora (6,782 y 232, respectivamente), segun aparece en “CRISPRs web
server” <http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr>.
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Figura N° 1. Sistema de defensa bacteriana CRISPR/Cas9. Las proteinas Cas se unen a ADN
extrafno, lo que permite generar matrices CRISPR que contienen dichas secuencias, que se
transcriben posteriormente. Dicho ARN es procesado por proteinas Cas Il para generar
fragmentos (crRNA) que se unen a proteinas Cas lll. De esta manera, este ultimo ARN puede
hibridar con el ADN exdgeno y destruirlo, si se produce una infeccion adicional. © 2017
Danandmike, Wikimedia Commons <http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons
<http://creativecommons.org>.
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Curiosamente, este sistema inmunoldgico bacteriano puede ser manipulado
y explotado como una herramienta poderosa y flexible de edicion del genomas
(Gasiunas et al, 2012; Jinek et al, 2012; Singh et al, 2016; Yi y Li, 2016; Kan et
al, 2017). De esta manera, se puede utilizar ARN guia (ARNg) sintético para
dirigirlo hacia cualquier sitio genémico. Asi, las secuencias gendmicas (genes
de interés, etc.) se pueden eliminar o agregar segun se desee. Por lo tanto,
CRISPR se puede aplicar para editar genomas sin usar acidos nucleicos de
otras especies. De esta manera, las construcciones resultantes serian
cisgénicas, en lugar de transgénicas (que contienen material genético de otras
especies).

CRISPR en bioarqueologia

CRISPR podria ser aprovechado para editar genomas actuales, de modo
que contengan genes deseados de especies extintas. Esto puede lograrse
comparando ADN moderno y antiguo (ADNa) de tales especies. Las
caracteristicas de interés pueden incluir productividad y resistencia a estreses
abidticos (inundaciones, sequias, salinidad, altas o bajas temperaturas, etc.) y
bidticos (enfermedades y plagas). Esto es particularmente relevante para
combatir la tendencia actual del calentamiento global y el cambio climatico.
Curiosamente, se sabe que neandertales y denisovanos tenian sistemas
inmunes mas fuertes que los humanos modernos. De hecho, se cruzaron con
humanos modernos, que albergan algunos de tales genes (Dannemann et al,
2016; Deschamps et al, 2016). La informacion sobre sistemas inmunes
antiguos y mas fuertes podria explotarse, por ejemplo, para hacer que el
ganado sea menos propenso a enfermedades.

Por otra parte, se han propuesto varios proyectos para restaurar especies
extintas (Dorado et al, 2013). Curiosamente, CRISPR ha aumentado las
posibilidades de lograr tal suefio cientifico de traer especies extintas a la vida.
Una de ellas es el mamut lanudo (Mammuthus primigenius), que se extinguio
hace unos 4.000 anos, probablemente por el cambio climatico y la caza
humana excesiva. Algunos investigadores estan tratando de utilizar nucleos
arqueoldgicos para clonar la especie, utilizando elefantes modernos como
hembras gestantes sustitutas. Ademas, la tecnologia CRISPR podria ser
utilizada para editar genomas de elefantes actuales, para hacerlos resistentes
al frio y peludos. Un enfoque es el uso de células inmaduras que se diferencian
en espermatozoides u 6vulos [conocidas como células germinales primordiales
(PGC,; del inglés, “Primordial Germ Cells”)], para editar los genomas modernos
a fin de que se parezcan a los correspondientes extintos. De esta manera, un
parque natural podria ser creado para ellos en zonas frias, como Siberia. Otro
proyecto de desextincion actualmente en consideracion es el de la paloma
migratoria (Ectopistes migratorius). Millardos de estas aves fueron extinguidas
por la caza humana excesiva a finales del siglo XIX en Norteamérica (Reardon,
2016).
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Perspectivas futuras y conclusiones

Ahora esta claro que CRISPR representa una revolucion para las ciencias
que se ocupan de los organismos vivos, como la medicina (por ejemplo, para
curar enfermedades como la diabetes), asi como la mejora de plantas y
animales. Pero esta potente tecnologia también tiene un gran potencial para
las ciencias que trabajan con entidades o partes de ellas que alguna vez
estuvieron vivas, como la bioarqueologia. En este sentido, y teniendo en
cuenta estudios de ADNa y cultivos de embriones de maices arqueolégicos
(Vasquez et al, 2011), los genomas de estos y maices modernos se podrian
comparar, para editar los ultimos y asemejarlos a los primeros, a fin de luchar
contra estreses abidticos y bidticos, incrementar la productividad, etc. De
hecho, el numero de publicaciones sobre CRISPR esta creciendo
exponencialmente, como se puede comprobar considerando las revisiones que
se publicaron tan solo en 2017, hasta el momento de redactar este articulo
(Biagioni et al, 2017; Carroll y Zhou, 2017; Chin et al, 2017; Chira et al, 2017,
Chuai et al, 2017; DelLaFuente-Nufiez y Lu, 2017; Doerflinger et al, 2017,
Doetschman y Georgieva, 2017; Fellmann et al, 2017; Gee et al, 2017, Gerace
et al , 2017; Gibson y Yang, 2017; Goren et al, 2017; Jiang y Doudna, 2017;
Komor et al, 2017; Li et al, 2017; Lu et al, 2017; Mao et al, 2017; Mout et al,
2017; Murovec et al, 2017; Puchta, 2017; Puschnik et al, 2017; Sayin y
Papagiannakopoulos, 2017; Shen et al, 2017; Shmakov et al, 2017; Stout et al,
2017; VanDiemen y Lebbink, 2017; Zischewski et al, 2017). Este crecimiento
exponencial de publicaciones se asemeja a otras revoluciones recientes en las
ciencias de la vida, causadas por el desarrollo de tecnologias innovadoras
como la PCR, asi como la secuenciacién de segunda generacién (SGS; del
inglés, “Second-Generation Sequencing”) y la secuenciacidon de tercera
generacion (TGS; del inglés, “Third-Generation Sequencing”) a veces
nombrada con el nombre ambiguo de secuenciacion de “siguiente” generacion
(NGS; del inglés, “Next-Generation Sequencing”). Curiosamente, estos
avances también tuvieron —y tienen ahora— impactos revolucionarios en la
bioarqueologia (Dorado et al, 2007-2009, 2011, 2013-2016).

Un ejemplo parcial, pero ilustrativo del potencial de CRISPR incluye la
generacion de descendientes deseados, evitando el sacrificio de machos o
hembras (de hecho, la empresa eggXYt <https://www.eggxyt.com> acaba de
anunciarlo para los pollos). Del mismo modo, asegurar que el ganado es
descornado, careciendo de cuernos largos peligrosos. Otras aplicaciones
potenciales interesantes son la generacion de animales domésticos con
CRISPR integrado (CRISPi) en sus genomas (no debe confundirse con
CRISPI, que es una base de datos CRISPR interactiva, publicada por
Rousseau et al, 2009). Esto facilitara la edicion de genomas y produccioén de
farmacos, tal como se propone para los pollos CRISPi. Esta tecnologia también
podria aplicarse para generar mosquitos genéticamente modificados, luchar e
incluso erradicar enfermedades devastadoras, como el dengue o la causada
por el virus del Zika. Esto puede lograrse efectivamente utilizando genética
dirigida (del inglés, “gene drive”), que son elementos-genéticos egoistas
sintéticos, que aseguran que casi todos los descendientes heredan dos copias
del gen deseado. Por lo tanto, el gen seleccionado se propaga y se instaura en
la poblacién de forma efectiva en las generaciones futuras. Por ejemplo, se ha
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desarrollado genética dirigida para combatir e incluso erradicar la malaria,
conocida también como paludismo (Alphey, 2016), ya sea haciendo mosquitos
resistentes al parasito de la malaria (Gantz et al, 2015) o generando hembras
estériles (Hammond et al, 2016). El primer enfoque haria Anopheles stephensi
menos propenso a transmitir la malaria, mientras que el segundo tiene el
potencial de exterminar Anopheles gambiae, eliminando efectivamente sus
poblaciones (Reardon, 2016). De hecho, esta ultima estrategia (aunque
esterilizando a los machos con rayos X) ha sido exitosa para erradicar la
horrible miasis de algunas areas, como la causada por la mosca carnivora
llamada Cochliomyia hominivorax (Kouba, 2004).

Otra aplicacion de CRISPR es la generacion de pequehas plantas que
puedan ser facilmente cultivadas en setos, facilitando la recoleccion mecanica.
Del mismo modo, para los animales pequefios, como microcerdos que crecen
a unos 15 kg, para la investigacion y como mascotas. Esta tecnologia también
se puede aplicar para cambiar el tamafo, color y patrones de los peces como
la carpa koi. También, a gatos y perros, incluyendo los policias, guias y
pastores. El uso de CRISPR para disefiar mascotas ha sido criticado por ser
frivolo y quiza perjudicar el bienestar animal. Sin embargo, eso es equivalente
a la cria mendeliana clasica, y, de hecho, CRISPR podria ser utilizado para
eliminar caracteristicas indeseables, como sucede con muchas razas de
perros. Por otra parte, roedores, hurones, tities y otros monos se utilizan como
modelos de enfermedades en investigacion biomédica, y estan siendo
modificados por CRISPR para encajar mejor en tal propdsito. Otro ejemplo
notable para aplicar CRISPR para la investigacion de la neurociencia es la
musarafita (Suncus etruscus), que es el mamifero mas pequefio que se
conoce, con aproximadamente 1,8 gramos y cerebro diminuto (Reardon,
2016).

Finalmente, al igual que ocurre con algunos avances, CRISPR plantea
preocupaciones bioéticas, principalmente para la edicién de lineas germinales,
las cuales deben considerarse adecuadamente. Como un mecanismo de
seguridad, y para evitar posibles consecuencias inesperadas de la liberacién
de plantas o animales modificadas genéticamente al medio ambiente, se ha
desarrollado la genética dirigida inversa, anulando eficazmente las
construcciones originales. De igual manera, asegurar que los individuos sean
estériles, de modo que no puedan reproducirse si escapan de donde estan
confinados, como laboratorios de investigacion, granjas o campos en cultivo
(Reardon, 2016). En ultima instancia, es obvio que CRISPR tiene un gran
potencial para mejorar la vida humana. Sin embargo, para evitar el rechazo
irracional del publico en general, que puede tener efectos devastadores,
bloqueando el desarrollo tecnolégico humano y el bienestar, la informacion
sobre tal tecnologia debe ser revelada completamente. Ademas, los cientificos
y los educadores también deben explicarlo adecuadamente, con el apoyo
politico apropiado. Como actualmente se hace con la insulina transgénica, que
se inyecta en el cuerpo, y, sin embargo —por supuesto—, salva millones de
vidas en todo el mundo cada dia.
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