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CRISPR-Cas: la nueva herramienta para
diagnosticar enfermedades infecciosas
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Resumen

En este articulo se presenta un nuevo uso para la tecnologia de edicidon gendmica crispr-Cas, cuyo
desarrollo le permitid ganar el premio Nobel de Quimica 2020 a las doctoras Jennifer Doudna vy
Emmanuelle Charpentier. Esta herramienta no sélo permite maodificar secuencias de Apn, sino que
también se puede utilizar como una prueba muy rapida y sensible para el diagndstico clinico. Debido a
la reciente pandemia, se ha generado un crecimiento exponencial de métodos para detectar sars-CoV-2,
causante de la covip-19, entre los que destaca el uso de criser-Cas. Esta tecnologia nos permitié crear
un ensayo rapido y econémico que puede ser implementado facilmente para aumentar el nimero de
pruebas realizadas vy asf contribuir con un mejor control de la pandemia. Su papel en el diagndstico
molecular presenta gran potencial no sélo para detectar la presencia de virus y bacterias, sino incluso
para diagnosticar enfermedades no infecciosas como el cancer.
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CRISPR-CAs: A NEW TOOL TO DIAGNOSE INFECTIOUS DISEASES

Abstract

This article presents a new use of the crispr-Cas genomic editing technology, which allowed Jennifer
Doudna and Emmanuelle Charpentier to win the 2020 Nobel Prize in Chemistry. This tool not only allows
the modification of pna sequences but can also be used as a very rapid and sensitive test for clinical
diagnosis. Due to the recent pandemic, there has been an exponential growth in methods to detect sars-
CoV-2, among which crispr-Cas stands out. The use of this technology allowed us to create a rapid and
inexpensive test that can be easily implemented to increase the number of tests performed and thus
contribute to a better control of the pandemic. Its role in molecular diagnosis also has great potential
not only for detecting the presence of viruses and bacteria but also to diagnose non-infectious diseases
such as cancer.
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Figura 1. Dra. Emmanuelle
Charpentier (izquierda) y Dra.
Jennifer Doudna (derecha).
Modificada de: Bianca Fioretti
of Hallbauer, Duncan Hull y The
Royal Society.

' Genoma. Es el conjunto de
todos los genes y regiones que
les rodean en un organismo.

2 Acido Desoxirribonucléico.

Se trata de la molécula
fundamental de la herencia en
los seres vivos y que forma la
base de los genes. Es un &cido
nucléico (por estar en el nucleo
y ser de composicion acida)
compuesto por un conjunto de
bases: adenina, timina, citosina
y guanina, en una cadena doble
en forma de hélice.
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Premio Nobel

El pasado 8 de diciembre de 2020, la Dra. Jennifer Doudna tuvo una de las mas
importantes ceremonias de premiacion en el lugar menos esperado: el patio de su
casa. Ese dia, la destacada bioquimica, en compafia de solo 11 personas, recibio
el premio Nobel en Quimica 2020 por sus contribuciones en el desarrollo de un
método para la edicion gendmica denominado crispr-Cas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats-Cas) (Jinek et al., 2012). La Dra. Emmanuelle
Charpentier, co-ganadora de este premio recibi6 de manera muy similar el
galardon en la embajada de Suecia en Berlin (NobelPrize.org, 2021; ver figura 1).

La ceremonia, a la que asisten
representantes de la prensa, television y
un grupo grande de invitados, tuvo que
ser escueta y en linea por la pandemia
covip-19. Esto no le quita un apice a la
importancia del premio de este afio. La
herramienta crispr-Cas ha revolucionado
no solo la investigacion encaminada a
descubrir los importantes mecanismos
basicos de la vida, sino que también ha
abierto la posibilidad de modificar el
genoma' humano con fines diagnosticos
y terapéuticos. Esta Ultima posibilidad
ha generado muchas expectativas vy
controversias, debido a cuestiones éticas fundamentales, como la posibilidad de
modificar el genoma humano de manera heredable.

CRISPR-Cas

Por el desarrollo de un método para la edicién genémica

Fotografia: wikimedia.org

;Qué es CRISPR-Cas?

crispr-Cas, también llamado cotidianamente como “tijeras genéticas”, es un
método de defensa que tienen algunas bacterias para protegerse de l0s virus.
Los virus han coexistido con las bacterias desde el principio de su evolucion,
por lo que no es de extrafiar que en estas Ultimas exista un mecanismo para
defenderse. Dada la coevolucion de virus y bacterias, hay muchas variaciones
de estos sistemas de defensa. crispr-Cas es, entonces, el sistema inmune de las
bacterias. Debido a que se trata de organismos unicelulares, no pueden tener
células especializadas para producir anticuerpos, por lo que la manera en que
logran defenderse es creando un sistema que reconoce al invasor, copia una
parte de su material genético y lo guarda en su propio abN?. Si vuelve a haber
contacto con el mismo virus, la bacteria lo reconoce gracias a esa informacion
almacenada, y lo inactiva al cortar su material genético. Es decir, funciona como el
antivirus de una computadora, pues busca un codigo de programacion especifico
(aDN viral) y copia una parte a su disco duro (abn), para poder reconocerlo si
vuelva a aparecer, en cuyo caso lo destruye (crispr-Cas).



https://vcresearch.berkeley.edu/faculty/jennifer-doudna
https://www.emmanuelle-charpentier-pr.org/short-biography/
https://www.emmanuelle-charpentier-pr.org/short-biography/

Figura 2. Sistema crispr-Cas9.

3 Palindromo de apn. Es una
secuencia de acido nucleico
que, al igual que una palabra,
se lee de la misma manera

de izquierda a derecha que

de derecha a izquierda (por
ejemplo, aggttgga)

4 Acido Ribonucléico. Es el
conjunto de moléculas que
copian la informacion del aon
para traducirla a protefnas, que
llevan a cabo las funciones en
las células. Estd compuesto por
una sola cadena. Es un acido
nucléico (por estar en el nucleo
y ser de composicion acida),
compuesto por un conjunto de
bases: adenina, uracilo, citosina
y guanina.

° Enzima. Es un tipo de proteina
que tiene actividades en los
organismos, como el corte de
otras protefnas, respiracion,
metabolismo, etcétera.

© Nucleasa. Enzima que puede
cortar AbN 0 ARN.metabolismo,
etcétera.
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¢Cémo funciona?

Luego del primer contacto, la bacteria selecciona un fragmento de apn que le
permita identificar al virus. El método que utiliza para guardar la informacion
de los distintos virus implica la insercion del fragmento viral en su propio Abn,
en una region especial para ello. En esta region, y con el fin de mantener un
“archivo” de las secuencias de los virus, la bacteria usa separadores entre ellas,
que son secuencias cortas en palindromo de Abn?, que se presentan en intervalos
regulares. De ahivienen las siglas de criser (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats). Posteriormente, ante otra infeccion con el virus, la bacteria
producird una molécula de arn* a partir de esta secuencia en palindromo.

Otro componente importante del sistema crispr es la enzima® denominada
Cas (Crispr ASsociated protein). Esta enzima forma un complejo con el ArN
producido por el palindromo, que ya previamente incorporo la bacteria, y con el
fragmento de genoma del virus infectante, al que llamamos guio (ambas
secuencias se reconocenya que son complementarias). Al encajar perfectamente
el ArRN guia con el apn del virus, la enzima Cas activa su funcion de nucleasa®, que
es el nombre que se le da a la actividad de realizar cortes en los acidos nucleicos
(ADN O ARN), y corta el apn viral en fragmentos, destruyéndolo y por ende evitando
la infeccion en la bacteria (ver figura 2).

Virus A CRISPR-Cas

ADN virus

%& Cas-9

Proteina CRISPR Asociada

ARN guia
para virus A

Virus A Virus B Virus C
ACATT ACA
Secuencia [N
palindrémica corta 111 C R I S P R
VOV LIVOV Repeticiones Palindromicas

Cortas Regularmente
Interespaciadas.

Una vista global

Un panorama de infinitas posibilidades se abrié ante la comunidad cientifica
con el descubrimiento de este sistema, ya que permite reconocer cualquier
secuencia de abN y cortar en ese sitio particular, para insertar una secuencia
nueva en el corte o hacer mutaciones muy especificas.




Figura 3. Sistema crispr-Cas.
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Pensemos en una mutacion que genera alguna enfermedad rara: con
este procedimiento, que ademas resulta econémico y muy eficiente, podriamos
reparar el gen defectuoso. Este avance se puede realizar en el cuerpo adulto,
pero también en embriones humanos. Esto Ultimo tiene fuertes implicaciones
bioéticas, ya que se desconocen los posibles efectos colaterales y a largo plazo,
asi como la posibilidad de crear una modificacion que afectara a todos los
descendientes de la persona. Hasta ahora existen trabajos que permiten crear
mutantes en algunos animales de laboratorio para ser usados como modelos de
estudio de algunas enfermedades, asi como trabajos iniciales en humanos, en
donde se esta estudiando la posibilidad de curar un tipo de ceguera.

Uso alternativo

Algo que ha recibido menos atencion es el uso de la herramienta crispr-Cas para
realizar diagnosticos moleculares con una sensibilidad enorme. Este sistema es
tan flexible que nos permite utilizar diversas enzimas o modificaciones de éstas,
abriendo un abanico gigantesco de posibles aplicaciones.

En este sentido, existe una familia de sistemas crispr-Cas derivadas de
diferentes bacterias, que se dividen principalmente en dos clases. En la clase 1
encontramos a la Cas 6 y en la clase 2 encontramos a la Cas9, Cas12 y Cas13,
que pueden reconocer apN (de doble cadena) y arn (de cadena sencilla),
respectivamente (Koonin y Makarova, 2019; ver figura 3). Estas ultimas son las
mas utilizadas como herramientas de edicién. Las diferencias entre sus
mecanismos han revolucionado el campo del diagnostico molecular, dado a que
es posible utilizarlas para detectar no soélo virus y bacterias, sino también
enfermedades no infecciosas como el cancer.

Actividad de nucleasa Actividad de nucleasa
colateral colateral

/Oé"‘, 0‘9‘.\/

<

ARN

= nun ARN guia

El principio que se utiliza para el diagnostico es basicamente el mismo:
ambas enzimas cortan el fragmento deseado de abn 0 ArRN especifico, luego de
ser reconocido por el arn guia. La principal diferencia con Cas9 es que estas
enzimas, al ser activadas, cortan de manera no especifica todo el material
geneético que se encuentre cercano. Si al arn gufa lo marcamos con una molécula




/ RT-PCR. Reaccion en Cadena

de la Polimerasa Acoplada a
Transcripcion Reversa. Se trata
de una técnica en la cual un

ARN (como por ejemplo el de un
virus) se convierte a Abn y éste

a su vez se amplifica mediante
muchos ciclos de calentamiento
y enfriamiento, mediante una
enzima que sintetiza AbN.
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“reportera”, que tenga fluorescencia, al ser cortada se liberara ésta, que emitira
una sefial que podra detectarse de diferentes maneras (ver figura 2). De esta
manera, podemos detectar indirectamente secuencias de abn especificas.

Esta tecnologia puede, entonces, utilizarse para detectar diminutas
cantidades de apn en fluidos corporales o incluso en aguas residuales (Zhang,
Kitajima, Whittle y Liu, 2017). Ejemplo de esto es la deteccion de fragmentos
de AbN mutado, provenientes de pacientes con cancer, la deteccion rapida de
organismos en el campo y de patégenos humanos, como malaria o zika. Un
caso actual de mucho interés es su uso para detectar el virus de la covip-19 en
aguas residuales de diversas ciudades, con el fin de determinar los niveles de la
enfermedad y hacer un seguimiento en tiempo real.

Diagnéstico de SARS-CoV-2

Es curioso que la ceremonia de entrega del premio Nobel del 2020 haya tenido
que ser en linea debido a la pandemia, porque justamente el desarrollo de la
herramienta que les permiti® a las doctoras Doudna y Charpentier obtener
este premio puede ser utilizada para ayudar al mundo a salir de la emergencia
sanitaria al usarla como herramienta de deteccion.

El virus causante de la covip-19, el sars-CoV-2, es un patdgeno que esta
compuesto por ArN, proteinas y una capsula de la que emergen otras proteinas
llamadas espiga por su forma afilada (spike en inglés), las cuales se encuentran
en la superficie y le confieren al virus la apariencia de corona. Asimismo, estas
mismas espigas le permiten infectar células humanas (Hu, Guo, Zhou y Shi, 2021)
y son muy importantes en las vacunas contra este virus.

Durante la presente pandemia, se hademostrado la utilidad del diagndstico
molecular de virus sars-CoV-2 mediante la prueba de rt-pcr’ cuantitativa (ver figura
4). Esta prueba ha permitido no solo diagnosticar a los pacientes contagiados,
sino llevar un control del nimero de infecciones y su distribucion, para poder
llevar a cabo las medidas de salud publica requeridas. Sin embargo, esta prueba
tiene dos problemas principales: el costo y el tiempo requerido para realizarla.
Con el fin de buscar alternativas, varios grupos de investigacion han probado
otras estrategias para solventar este problema, lo que ha llevado al uso de la
técnica de crispr-Cas para detectar el virus de sars-CoV-2.

En nuestro grupo de investigacion, buscamos paliar el problema del costo
y tiempo de ejecucion de la prueba de pcr mediante el uso de crispr-Cas (Garcia-
Venzor etal., 2021). En primera instancia, nuestra intencion fue eliminar la necesidad
de extraer el arn del virus del hisopado (muestras tomadas de la garganta y parte
posterior de la nariz) antes de realizar la prueba, dado a que el mayor costo y tiempo
se generan durante este paso en la prueba convencional de rT-pcr. Tratamos varias
aproximaciones para finalmente lograr detectar el arn del virus directamente de la
muestra sin necesidad de hacer un paso de extraccion del rRna.




Figura 4. Sistema RT-PCR para
detectar sars-CoV-2.

8 Lavp. Son las siglas en inglés
de Loop-Mediated Isothermal
Amplification. Es una técnica
de amplificacion de aon que
usa una enzima en una sola

temperatura.

° Bafio maria. Método para
calentar sustancias de manera
indirecta. Por lo general, implica
calentar alguna sustancia en un
recipiente sobre agua caliente.
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La prueba disefiada por nuestro grupo parte de una pequefia muestra
nasal, a partir de la cual se libera el arn viral mediante calentamiento de apenas
25 minutos, lo que logra evitar el sistema de extraccion usado en las pruebas
actuales. Después, el arN liberado se convierte a una hebra de apn, para que sea
mas estable, y posteriormente se amplifica o multiplica una secuencia especifica
del virus, con el fin de obtener una cantidad suficiente para poder ser detectada
después. Esta amplificacion no utiliza la tecnologia de la pcr, sino que se realiza
mediante un sistema conocido como tamp®, que es una técnica sumamente
rapida en comparacion con una pcr y con mayor eficiencia. Utiliza una Unica
temperatura durante todo el proceso, por lo que no es necesario tener equipos
sofisticados para realizarla, puede llevarse a cabo incluso en un bafio maria®,
que mantenga la temperatura fija, lo cual resulta accesible pues se trata de
materiales de cabecera en muchos laboratorios.

Piagnostico de Covid-19
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Finalmente, el abn amplificado muchas veces se utiliza para detectar
la presencia del virus mediante un sistema crispr/Cas12. En éste tenemos la
enzima Cas12 previamente unida al arn guia, el cual tiene como blanco un gen
particular del virus: el gen N. Este gen se ha utilizado en ambas pruebas, ya que
su secuencia es especifica de sars-CoV-2 y no se cruza ni con otro virus de la
misma familia. Una vez que el complejo de Cas12-arN guia reconoce su secuencia
blanco, se activa el dominio de nucleasa colateral. Este dominio comienza a cortar
indistintamente moléculas de aon. El reportero mencionado anteriormente es




“CRISPR-Cas: la nueva herramienta para diagnosticar enfermedades infecciosas”

Jorge Melendez-Zajgla, Bertha Rueda-Zarazua, Alfredo Garcia-Venzor y Vilma Maldonado
Vol. 22, NUm. 5, septiembre-octubre 2021

Revista Digital Universitaria

un fragmento de abn, que contiene en un extremo una molécula fluorescente
(lamada fluorocromo) y en el otro una molécula que lo neutraliza al absorber
la luz emitida por el fluorocromo. Al cortarse este fragmento, el fluorocromo
queda libre para emitir fluorescencia. Esto nos permite detectar la presencia del
virus mediante la emision de luz fluorescente, es decir con la emisidn de un brillo
verdoso que puede ser detectado a simple vista al incidir una luz azul sobre la
muestra (ver figura 3).

Comentario final

crisPr-Cas es una herramienta que se sigue explorando con la intencion de buscar
aplicaciones novedosas para resolver distintos problemas a nivel genémico.
El uso de este sistema como método diagndstico nos permite tener pruebas
rapidas y econdmicas que pueden ayudarnos no sélo a mejorar el diagnostico
de enfermedades emergentes, sino a realizar un monitoreo epidemioldgico mas
preciso y en tiempo real. En un futuro esperamos que sea posible realizar estas
pruebas para las enfermedades infecciosas endémicas que aquejan a nuestra
poblacion, permitiendo destinar recursos econémicos y materiales de manera
focalizada y directa.
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