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Resumen

La edicion de genes o edicidén gendmica es un tipo de ingenieria genética en la que
el ADN es insertado, eliminado o reemplazado en el genoma de un organismo,
utilizando enzimas del tipo nucleasas (tijeras moleculares) siendo llamada la técnica
del corta y pega! Las posibilidades que brinda la aplicacion de las herramientas
CRISPR han supuesto una de las mayores revoluciones biomédicas en lo que va de
siglo. Estas herramientas permiten editar el genoma de cualquier especie. Nuestro
debate se centra en la aplicacién de estas herramientas Crispr Cas al diagndstico
de la Covid-19. Se realizé una revisidn bibliografica actualizada con relacién al
tema. . Si se confirman sus niveles de fiabilidad, las herramientas de diagndstico de
COVID-19 basadas en CRISPR pueden suponer un espaldarazo a la estrategia

testar-trazar-aislar, necesaria para frenar la transmision del virus.

Palabras Claves. Edicion génica, proteinas asociadas a CRISPR, infeccidn por Sars-
CoV-2.

Introduccion

La edicion de genes o edicién gendmica como también es conocida es un tipo de
ingenieria genética en la que el ADN es insertado, eliminado o reemplazado en el
genoma de un organismo, utilizando enzimas del tipo nucleasas (tijeras
moleculares).Las nucleasas producen roturas de doble cadena en lugares precisos
del genoma y las dobles roturas del ADN pueden ser reparadas por mecanismos de
union de extremos no homdlogos o mediante reparacion dirigida por homologia,

dando lugar a mutaciones controladas(edicion) siendo llamada la técnica del corta y

pega'l

La edicion gendmica posee el potencial de realizar modificaciones en la secuencia
de ADN dirigidas a genes especificos para alterar su expresién (silenciarlos o sobre-
expresarlos), reemplazar alelos (introduciendo alelos favorables) o introducir

transgenes en sitios especificos del genoma?.

La edicién genética, vieja ambicién de la ingenieria genética, es ya una realidad con

la irrupcion de la técnica Crispr-Cas-9 (Repeticiones palindrémicas agrupadas
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espaciadas a intervalos regulares). La pretension de modificar el ADN es la quinta
esencia de la ingenieria genética. Las técnicas de ADN recombinante, desarrolladas
en los afos 70 y perfeccionadas en los 80 permitian combinar ADN de especies u
organismos diferentes, partiendo de la universal compatibilidad del ADN de
cualquier especie3. Con la tecnologia CRISPR/Cas9 es posible alterar o eliminar
cualquier secuencia o letra en un genoma de billones de nucledtidos. La enzima
llamada Cas9 funciona como el cursor del editor de texto de Microsoft Word
posicionandose sobre un fragmento de texto genético y marca un corte, casi como
corregir un error tipografico es guiada por CRISPR, una secuencia ribonucleotidica
que estd disefiada para encontrar por apareamiento la secuencia que queremos

cortar.

La técnica CRISPR es el resultado de un esfuerzo colectivo que comienza en 1995
con la curiosidad suscitada por unas secuencias repetidas de funcidon desconocida,
encontradas en un microorganismo en la costa de Alicante en Espafa. El
microbidlogo, investigador y profesor espafiol, Francisco Juan Martinez Mojica, mas
conocido como Francis Mojica descubre un sistema inmune microbiano, cuya
existencia ni siquiera se sospechaba Mojica pasa afos intrigado por esta serie de
secuencias genéticas que se repetian a intervalos regulares en el genoma y a las
que nombra CRISPR resuelve el misterio al darse cuenta de que entre esas
secuencias repetidas hay fragmentos de ADN de virus, antiguos invasores de los
microorganismos* encontrando en el afio 2000 la herramienta mas prometedora de
la ingenieria genética y con la colaboracion de las investigadoras Jennifer Doudna y
Emmanuelle Charpentier, lograron crear una copia sintética de esta, denominandola
CRISPR/Cas9, el 25 de octubre del 2017, un grupo de cientificos encabezados por
el investigador estadounidense de origen chino, Feng Zhang publicé un articulo en
la revista Science describiendo una alternativa al ya mencionado CRISPR/Cas9 al
gue denominaron REPAIR, y en cuanto a su método de accién es muy similar, pero,
al contrario que CRISPR/Cas9, esta nueva técnica actua sobre el ARN en vez de
sobre el ADN>.

Entrando asi en una batalla legal la Universidad de California, Berkeley,

representando a las profesoras Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier y el Eli
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& Edythe Broad Institute of MIT and Harvard, mas conocido como Broad Institute,
representando al investigador Feng Zhang, quien a los pocos meses de publicado el
trabajo sobre la edicidn de genomas en procariontes usando CRISPR/Cas, publico
los primeros resultados sobre la edicidon del genoma de eucariontes usando células
humanas y de raton. En febrero de 2017, el juez que atiende el caso decidi6é a favor
del Broad Institute, decisién que fue rapidamente apelada por la Universidad de
California, presentando evidencias sobre malas practicas y demoras en las oficinas
de patentes, razén por la que el Broad Institute logré patentar CRISPR mas rapido
que los mismos descubridores. El premio Nobel de Quimica en el 2020 fue otorgado
a las investigadoras Emmanuelle Charpentier del Instituto Max Planck en Biologia
de las Infecciones y a Jennifer Doudna de la Universidad de Berkeley y del Howard
Hughes Medical Institute, por su aportacidon en el desarrollo de la herramienta de

genética molecular conocida como CRISPR/Cas.

Las posibilidades que supone la aplicacion de las herramientas CRISPR han
supuesto una de las mayores revoluciones biomédicas en lo que va de siglo. Estas
herramientas permiten editar el genoma de cualquier especie, afadiendo,
eliminando o modificando genes. La infeccidon por SARS-CoV-2 no escapa a la
influencia de CRISPR y ya hay abiertas varias lineas de investigacidén, sobre todo
enfocadas al diagndstico pero también a posibles terapias, para mejorar el manejo
de la COVID-19 utilizando estas tijeras moleculares de edicién genética para
detectar mediante la edicion genética el SARS-CoV-2° .Los primeros casos de
COVID-19 se reportaron a finales de diciembre de 2019 en Wuhan China, y tres
meses después ya se habia propagado por todo el mundo por esta razoén, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el 24 de enero del 2020 ya se habia
publicado la secuencia genética del SARS- CoV-28 . El 11 de Marzo del 2020 la OMS
declard la COVID-19 como pandemia tras los mas de 118.000 casos positivos en
114 paises y 4.291 fallecidos hasta ese momento’, convirtiéndose en uno de los

mas grandes retos para la ciencia en las ultimas décadas.

El Sars-CoV-2 es un virus con envoltura cuyo genoma estd hecho de RNA de
sentido positivo de una sola hebra. Este virus cuenta con la corona caracteristica de

los coronavirus, la cual se observa en microscopia electronica de barrido gracias a
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la presencia de las proteinas S (spike) o proteinas en forma de puas. Adicional a
esta proteina los genes mas importantes en el diagnostico del SARSCoV-2 son el
gen que codifica para la nucleocapside (gen N) y los genes que codifican para la
RNA polimerasa dependiente de RNA + y el gen codificante para la helicasa, los

cuales estan codificados por un solo gen en el genoma, en la regién RdRp®
Objetivo

Nuestro equipo de trabajo se trazd como objetivo incrementar el conocimiento de
sobre las novedosas técnica actuales de manipulaciones del ADN especificamente a
través de la técnica de Crisper Cast y sus aplicaciones en la Covid 19.De esta

manera contribuir a elevar el potencial cientifico de nuestro colectivo.

Metodologia

Se realizd una revisidn bibliografica actualizada con relacién al tema. La
recopilacion de la informacion se efectud entre los dias 16 y 28 de febrero del 2022.
En la busqueda se emplearon los recursos disponibles en la red se utilizd el
descriptor para Ciencias de la Salud (DeCS) para localizar las palabras claves
(Edicidn génica, proteinas asociadas a CRISPR, infeccion por Sars-CoV-2).
Utilizamos el buscador Google Académico para formar una primera idea de cual
era el tema a tratar y se aplicé una estrategia de busqueda utilizando las palabras
claves. Se realizo un analisis de la calidad y validez de los documentos
seleccionados para realizar una adecuada revisién siendo seleccionadas un total de

44 fuentes bibliograficas.
1. Edicion genética o gendomica.

La edicién gendmica es un tipo de ingenieria genética en la que el ADN es
insertado, eliminado o reemplazado en el genoma de un organismo utilizando
enzimas del tipo nucleasas (tijeras moleculares). Las nucleasas producen roturas de
doble cadena (DSB) en lugares precisos del genoma y las dobles roturas del ADN
pueden ser reparadas por mecanismos de unién de extremos no homadlogos (NHEJ)
o mediante reparacidon dirigida por homologia (HDR), dando lugar a mutaciones

controladas (edicidn).



La edicidon gendmica se denomina como la técnica de corta y pega. En la actualidad
se dispone fundamentalmente de cuatro tipos de nucleasas: 1)meganucleasas,
2)nucleasas de dedo de zinc (ZF nuclease),3) Talen(Transcription Activator-Like
Effector-based Nuclease) y 4) el sistema CRISPR-Cas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) ¢ su sindnimo en espafiol Repeticiones
palindromicas cortas interespaciadas regularmente agrupadas® . El sistema CRISPR-
Cas, por lo simple de su metodologia y su reducido coste, atrajo la atencion desde
sus inicios, en el 2011 empezaron a proponerse diferentes soluciones basadas en

este sistema relacionadas principalmente con la manipulaciéon genémicat®.

La edicidon génica tiene diversos usos en primer lugar. Podemos plantearnos: 1)
Disruptar un gen para destruir una instruccion genética concreta; 2) Modificar el
gen para que la informacién genética sea distinta; 3) Insertar informacion
totalmente nueva; 4) Delecionar genes y secuencias de ADN concretas; 5) Corregir
mutaciones genéticas que causan enfermedades hereditarias, 6) Crear nuevas
combinatorias genéticas sintéticas, no existentes en ese organismo ni en ningun
otro, 7) Cambiar la regulacién de un gen, de forma que no se exprese mas que en
determinadas condiciones; 8) Usar, bien una informacion genética determinada

para lograr objetivos en una investigacién! -

La tecnologia CRISpR/Cas9 permite que sea mas sencillo editar genes en la
actualidad, mediante un sistema bioldgico muy sencillo y con gran potencial en
materia de salud, agricultura, bioindustria. Es capaz de identificar y reparar
secuencias de DNA defectuosas en pacientes que sufren enfermedades de origen
genético, tales como Huntington o diabetes tipo I. Sirve también para prevenir y
controlar las infecciones virales tales como VIH o hepatitis. Ademas, puede ser
usada en microorganismos y también en plantas o animales para eliminar
caracteristicas no deseables del fenotipo, incluso cuando el organismo es adulto.
Estas son, entre otras, las aplicaciones que tiene el sistema CRISpR/Cas9, y dan
una idea de su gran potencial. Se trata de una herramienta tan sencilla y
econdmica que puede ser usada por cualquier persona que conozca de biologia

moleculariz,



En la actualidad ya se ha aplicado como terapia génica en varias enfermedades en
modelos animales con resultados prometedores. El tratamiento de embriones
mediante el sistema CRISPR-Cas proporciona datos prometedores se realizo un
trabajo investigativo publicado en la revista Nature en el 2017 por cientificos de la
Universidad de Ciencias y Salud de Oregdén donde se describe la coreccion de la
mutacién heterocigética en el gen MYBPC3 (causa una miocardiopatia hipertréfica,
una enfermedad hereditaria autosdmica recesiva que afecta a 1 de cada 500
personas aproximadamente) en embriones humanos preimplantados con una
precision y una alta eficiencia de reparacion dirigida y homologada mediante la
activacion de una respuesta endégena de reparacion del ADN especifica de la linea

germinal.

El mosaicismo en embriones humanos con correccidn genética seria dificil de
detectar y plantearia serios problemas de seguridad para posibles aplicaciones

clinicas?3.
2. Tecnologia CRISPR/Cas

Las repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas
(CRISPR, por sus siglas en inglés), junto con la endonucleasa Cas, forman el
complejo CRISPR/Cas. CRISPR/Cas es un mecanismo de defensa en bacterias y
arqueas analogo al silenciamiento con ARN interferente en eucariontes, que

identifica y degrada secuencias de acidos nucleicos exégenos.

Este sistema se compone de dos elementos: un ARN proveniente de la secuencia
CRISPR, llamado ARNcr, y la endonucleasa Cas. La secuencia CRISPR se compone
de un lider o promotor y distintas secuencias espaciadoras (de 25 a 50 nucledtidos)
flanqueadas por elementos repetidos, usualmente palindromicos (de 32
nucledtidos). ElI ARNcr es el encargado de dirigir a Cas hacia su secuencia

complementaria, donde Cas realiza el corte de la secuencia patégena'#

La principal utilidad que ha tenido el sistema CRISPR/Cas9 ha sido la generacién de
mutaciones y ediciones en lugares especificos en el genoma también se puede

utilizar para sobre activar la expresion de un gen o para silenciarlo. El sistema
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CRISPR/Cas9, funciona en parte tan bien porque durante la evolucidon se
seleccionaron mecanismos de reparacion del ADN funcionan igual en todos ellos,
dependiendo del tipo de dano. Usando ARNs guias (gARNs) especificos para editar
una regidon del genoma podemos enviar a la Cas9 a cortar la doble hélice esta
enzima hace cortes en un sitio especifico en las dos cadenas del ADN. Cuando esto
ocurre en una célula se activa un mecanismo de reparaciéon para volver a pegar el

cromosoma que ha sido cortado?®.

La tecnologia CRISPR/Cas se origind a partir del sistema CRISPR/Cas tipo II que
provee a las bacterias de una inmunidad adaptativa a virus y plasmidos(x1) La
proteina Cas9 asociada a CRISPR es una endonucleasa que utiliza una secuencia
guia (gRNA) dentro de un RNA duplex que, al formar pares de bases con la
secuencia blanco en el DNA, le permite introducir un sitio especifico de rotura en la
doble hebra de DNA!S,

Con el objetivo de optimizar su wuso en el laboratorio, el duplex
rRNA se ha fusionado en una sola molécula de gRNA, llamada RNA guia simple. El
sistema CRISPR/Cas9 realiza una edicidn precisa y dirigida del genoma de células
vivas. La especificidad es la mayor preocupacion en el sistema CRISPR/Cas9,
debido a que Cas9 puede cortar sitios que no son totalmente complementarios a la
secuencia del sgRNA!’. Con el objetivo de optimizar la prediccidn de los sgRNAs con
alta especificidad y reducir la frecuencia relativa de corte de sitios no blanco (off-
target), se han desarrollado diversos programas informaticos que sirven como
herramientas de apoyo. Por su eficacia y precisién, la técnica CRISPR-Cas9 ha
venido a sustituir a las técnicas que desde hace 30 anos se vienen utilizando para

modificar el genoma de los organismos.
3.FUNCION DE LOCUS CRISPR.

Este sistema de defensa recae sobre pequefios RNAs que detectan pequefias
secuencias especificas de acidos nucleicos foraneos. La inmunidad mediada por
CRISPR/Cas ocurre en dos fases: adaptacion e inhibicién. En la fase de adaptacion
las bacterias y arqueas que albergan uno o mas loci CRISPR responden a la

introduccion de material genético, viral o plasmidico, integrando fragmentos cortos
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de las secuencias foraneas (protoespaciadores) dentro de sus cromosomas en el
extremo proximal del arreglo CRISPR?°, En la fase de inhibiciéon se transcribe el
elemento repetitivo espaciador y el producto se denomina precursor de CRISPR
RNA (pre-crRNA). Este luego es cortado
enzimaticamente para producir CRISPR RNA (crRNA) cortos, los cuales pueden
aparearse con secuencias protoespaciadoras complementarias al invasor viral o
plasmidico. El blanco de reconocimiento para los crRNAs dirige el corte de genes
foraneos mediante el uso de nucleasas Cas que funcionan en complejos con los
crRNAs?t,

El sistema CRISPR mejor caracterizado y utilizado en edicién gendmica es el de
tipoll. Esta compuesto por la nucleasa Cas9, el cual cumple una funcién estructural.
Estos RNAs son considerados el RNA guia (gRNA) y forman un complejo con la
proteina Cas9?2. Una reparacion imprecisa mediada por NHEJ puede producir
mutaciones de insercion y/o delecion de longitud variable en el sitio de la ruptura
de doble hebra?3.

4. Eleccion de sitios blanco de sgRNA

Es posible que al utilizar secuencias de mRNA accidentalmente se disefie el sgRNA
en una region de union exdn-exon, la cual no existe en la secuencia de DNA. Se
recomienda elegir las secuencias entre los primeros exones, después del codén de
inicio. Luego de seleccionar el gen blanco, se procede a disefiar el sgRNA.
Actualmente existen numerosos sitios web que lo disefian y evallan su
especificidad mediante analisis de BLAST. Debido a que estos recursos utilizan en
sus bases de datos genomas de sus organismos de interés, es importante verificar
si el organismo de interés del investigador se encuentra dentro de su base de

datos?*.
5. Entrega de los componentes de CRISPR/Cas.

En cultivos de células de mamiferos los investigadores han usado electroporacién,
nucleofeccion, inyeccion de virus recombinante asociado a adenovirus, Yy

transfeccién mediada por lipofectamina de plasmidos no replicativos que expresan
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Cas9 en forma transiente, y sgRNAs. Los componentes de CRISPR/Cas también
pueden ser entregados mediante complejos de ribonucleoproteinas (Cas9 RNPs),
consistentes en la proteina Cas9 purificada con el sgRNA. Son ensambladas in
vitro y pueden ser entrega das directamente a la célula mediante electroporacion u

otras técnicas estandar de transfeccion?>.
6. Técnicas que utilizan CRISPR diagnosticar la Covid-19.

Desde que se conociera la secuencia del genoma de SARS-CoV-2 han surgido
diferentes estrategias innovadoras para el diagnéstico de COVID-19 basadas en la
deteccidn del acido nucleico del virus. Una de estas estrategias son las técnicas de
amplificacion isotérmica, como la amplificacién por recombinasa-polimerasa, la
amplificacion dependiente de helicasas o la amplificacion isotérmica mediada por
lazos (LAMP), que tienen la ventaja de no necesitar un equipamiento especializado

y que alcanzan niveles de sensibilidad equivalentes a la RT-PCR .

La OMS propuso los criterios ASSURED (asequible, sensible, especifico, facil de
usar, rapido y robusto, sin equipo y entregable a los usuarios finales) para
determinar si los métodos de diagndstico que se utilizan, satisfacen las necesidades

de control epidémico?®.

Las estrategias mas prometedoras parecen ser las basadas en sistemas CRISPR
Cas, herramientas de edicién genética que permiten agregar, eliminar o reordenar
secuencias genéticas y que ya han demostrado su gran versatilidad en muchos
ambitos de la biologia, la biotecnologia y la biomedicina. El aislamiento y la
caracterizacion de nuevos sistemas CRISPR Cas de diversas bacterias, con
propiedades singulares, ha aumentado considerablemente la capacidad de aplicar
estas poderosas herramientas en nuevos campos, tales como el diagnostico y la
terapia de la COVID-19. Su desarrollo suponer un claro avance para poder
diagnosticar la infeccion por SARS-CoV-2 de manera masiva, rapida, sencilla y
fiable.

Actualmente se dispone de nuevos métodos que aplican el sistema CRISPR/Cas en

el diagnostico molecular del coronavirus SARS-CoV-2 como: SHERLOCK (Specific
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High-sensitivity Enzymatic Reporter Unlocking),(22,23) STOP-Covid,(24,25)
DETECTR (DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter),(26,27) AIOD-
CRISPR,(28) CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation
of Nucleic acids),(29) CONAN(Cas3-Operated Nucleic Acid detection)(30) y otros en
desarrollo. Estos detectan los acidos nucleicos y han mostrado una especificidad y
sensibilidad mayor o igual que la RT-gPCR, con un tiempo de deteccion muy

inferior?’.
7. Técnica SHERLOCK

La primera aplicacion del sistema CRISPR/Cas en el diagndstico molecular del
coronavirus SARS-CoV-2, fue la implementacion del método SHERLOCK (en
espafol: desbloqueo especifico del reportero enzimatico de alta sensibilidad),
desarrollado en el 2017 por el laboratorio de Feng Zhang del Instituto Broad-MIT en
Boston (EE. UU.)?8

La técnica CRISPR-based SHERLOCK permite una deteccion portatil, multiple y
ultrasensible de ARN o AND de muestras clinicamente pertinentes. Estos ensayos
estan conformados con preamplificacién recombinada mediada por polimerasa del
ADN o ARN vy proporcionan resultados en menos de 1 hora, sin requerir
instrumentacién elaborada, pero aun necesitan ser confirmados con muestras de

pacientes.

El método SHERLOCK-Covid estd basado en la sustitucién en la plataforma CRISPR
de la nucleasa Cas9 por la Cas 13a, cuya actividad es capaz de cortar RNA (una
actividad de RNAsa) en lugar de DNA. La prueba esta dirigida a detectar el gen de
la proteina S (proteina de pico) que interviene en la entrada del virus a las células
humanas, y el gen ORFlab que codifica una replicasa del virus3°.La actividad de
escision colateral para virus de ARN monocatenario como el SARS-CoV-2. Debido a
esta actividad se puede combinar con amplificacidon isotérmica de acido nucleico
para simplificar el método de deteccidn visualizar el resultado de muestras positivas
0 negativas a o0jo desnudo bajo una luz especifica, un lector de placas de

fluorescencia o un ensayo de flujo lateral®!.
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El funcionamiento basico de SHERLOCK es simple..

En mayo del 2020 Sherlock Biosciences (Cambridge, MA, EE. UU.) recibié la
autorizacién de uso en emergencias de la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) para su kit Sherlockd CRISPR SARS-CoV-2,
fue disefnado para uso en laboratorios con certificacion CLIA (Clinical Laboratory
Improvement Amendments) para realizar pruebas de alta complejidad. | kit
funciona mediante la programacién de una molécula CRISPR para detectar la
presencia de una firma genética especifica, en este caso, la firma genética para el
SARS-CoV-2, en un hisopo nasal, hisopo nasofaringeo, hisopo orofaringeo o
muestra de lavado broncoalveolar. Cuando se encuentra la firma, la enzima CRISPR

se activa y libera una sefial detectable33.

El protocolo utiliza 25 min para amplificar los acidos nucleicos extraidos de la
muestra, 30 min de incubaciéon con los elementos de CRISPR y los ARNs con la
sonda fluorescente y 2 min de incubacién para obtener la lectura visual de la

reaccion

8. Diagnostico de la infeccion por SARS-CoV-2 mediante el STOP-Covid,
derivado de SHERLOCK.

En mayo del 2020, Feng Zhang hace publico un nuevo método de diagndstico
optimizado y simplificado el STOP-Covid, derivado de SHERLOCK, aplicable para
detectar directamente el coronavirus SARS-CoV-2, sin mediar extraccion o
aislamiento de ARN, que apenas requiere de 40-70 min para obtenerse el resultado,

tras una incubacién a 60 grados3>.

Es un ensayo optimizado que combina la extraccién simplificada de ARN viral con
amplificacion isotérmica mediada por bucle y deteccion mediada por CRISPR-
Cas12b. proporciona sensibilidad sin requerir un proceso de amplificacién de acido
nucleico de varios pasos, incluidos los pasos de manipulacidn de fluidos, lo que
permite su implementacién fuera de los laboratorios clinicos y no afecta la

cuantificacion precisa del objetivo3®
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9.Diagnostico de la infeccion por SARS-CoV-2 mediante CRISPR-Cas12a:
DETECTR

En 2018, el laboratorio de la investigadora Jennifer Doudna -una de las COmadres]
del desarrollo de CRISPR- reportd un sistema de diagndstico analogo, basado en
otro sistema CRISPR-Cas, en la nucleasa Casl12 pero todavia no ha recibido la
aprobaciéon de la FDA. Este método fue validado mediante la utilizacion de muestras
clinicas de pacientes de EEUU, incluyendo 36 pacientes con COVID-19 y 42

pacientes con otras infecciones virales.

La segunda tecnologia de deteccién del coronavirus SARS-CoV-2 basada en CRISPR
es el ensayo de flujo lateral DETECTR (pronunciado en inglés como [Cdetectord de
coronavirus). Esta fue desarrollada inicialmente en el laboratorio de Jennifer

Doudna de la Universidad de California en Berkeley?”.
10. Diagndéstico mediante la técnica Carmen

A finales del mes de abril del 2020, dos equipos del BROAD Institute de
Massachussetts, han publicado un nuevo método basado en la nucleasa Cas13 con
microfluidica para permitir la deteccion simultanea de centenares de virus distintos
en un numero limitado de muestras clinicas o la detecciéon de un Unico virus, como
el SARS-CoV-2, en mas de mil muestras clinicas. Esta nueva técnica se denomina
CARMEN (acrénimo de Combinatorial Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation
of Nucleic acids). Combina la estrategia SHERLOCK, que utiliza nanogotas que

portan la muestra clinica y por otro lado nanogotas que portan la Cas13.

11. Ventajas de las técnicas SHERLOCK y DETECTR en el diagnostico SARS-
CoV-2

Una de las ventajas de SHERLOCK y DETECTR es que pueden ser utilizados en
cualquier laboratorio equipado con instrumental basico. utilizan reactivos diferentes
a los de las pruebas basadas en PCR La principal limitacion de momento es que su

sensibilidad es todavia menor a la de las pruebas basadas en PCR.

La deteccién rapida y especifica del acido nucleico del SARS-CoV-2 sigue siendo un

desafio para los proveedores de atencion médica. La deteccion del SARS-CoV2
13



mediada por el sistema CRISPR/Cas representa una plataforma prometedora para
el desarrollo de diagndsticos moleculares de préxima generacion de COVID19 en el
punto de atencién. Tiene el potencial de desempefiar un papel crucial en las

medidas efectivas de prueba, rastreo y aislamiento para contener la COVID19.

Si bien el CRISPR/Cas es un sistema tecnoldgico en desarrollo, los avances en sus
multiples variedades y las viables soluciones contra el SARS-CoV-2 que de ellos se
derivan, recuerdan la importancia de que se profundice en sus estudios. Los
métodos de deteccion basados en CRISPR/Cas tienen el potencial de volverse mas
simples, mas confiables, mas asequibles y mas rapidos en un futuro cercano, lo

cual es muy importante para lograr diagndsticos en el punto de atencién*®
Conclusiones

La ingenieria genética ha ido avanzando desde hace varias décadas a gran
velocidad pero aun se mantiene como un campo amplio y desconocido. Uno de sus
grandes descubrimientos es la edicidon génica mediante la aplicacion de la técnica
CRISPR-Cas9 la cual es una de las herramientas mas poderosas, asequibles en
precio asi como en facilidad de uso, versatil y prometedora para la ingenieria
bioldgica, lo que ha hecho posible que intervenciones que antes eran muy
complejas y largas o directamente imposibles, sean relativamente faciles de sacar a
delante. La ciencia es nuestra principal herramienta para analizar y comprender el
mundo que nos rodea y el progreso cientifico ha influido profundamente en la

evolucion de las sociedades occidentales.

La edicién genética puede aportar muchisimo a la sociedad, ya no solo a nivel de
mejoramiento y restauracién de la salud, sino a nivel alimenticio y del medio
ambiente e incluso de las industrias, el problema viene cuando se habla de la
edicién genética en la linea germinal humana. La poblaciéon debe conocer cudles son
los retos a los que nos enfrentamos para asi poder participar en la toma de

decisiones, ademas la investigacién deberia ir siempre de la mano de la ética*3.

En la actualidad hay muchas esperanzas depositadas en las estrategias CRISPR-

Cas9 en el diagndstico de la infeccion por SARS-CoV-2. Si se confirman sus niveles
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de fiabilidad, las herramientas de diagndstico de COVID-19 basadas en CRISPR
pueden suponer un espaldarazo a la estrategia testar-trazar-aislar, tan necesaria
para frenar la transmisién del virus. Desde el ano 2020 en la Universidad de
Stanford (CA, EEUU) se realizan estudios para utilizar esta técnica en el tratamiento
de la infeccion por Sars- Cov-2 a la cual han llamado PAC-MAN (Prophylactic
Antiviral CRISPR in huMAN cells)#,
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