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ABREVIATURAS

e CRISPR: Repeticiones palindrbmicas cortas regularmente
especiadas y agrupadas. Sistema de inmunidad adquirida procariota
basado en la adquisicion de espaciadores para la defensa frente a un
material genético extracelular.

e CAS: Son proteinas asociadas al sistema adaptativo CRISPR

e ZFN: Nucleasas de dedos de Zinc

e TALENS: Nucleasas de tipo activadores de la transcripcién

e NAAT: Prueba de amplificacion de acidos nucleicos

¢ NGS: Secuenciacion de segunda generacion

e PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

e RT-PCR: Reaccion en cade de la polimerasa en tiempo real

e ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas

e Espaciadores: secuencias de origen exdgeno presentes entre las
repeticiones de la region CRISPR

e Pre-crRNA: Los loci de CRISPR se transcriben en largos fragmentos
de ARN que después deben ser procesados en forma de crRNA para
interaccionar con la molécula diana

e CcrRNA: ARN CRISPR. Posterior al procesamiento del pre-crRNA, se
obtienen moléculas de ARN de un espaciador concreto que genera
homologia con su protoespaciador correspondiente

e pre- espaciador: Secuencia correspondiente a un fragmento de
material genético exdgeno tributario a convertirse en un espaciador
durante la primera exposicion.

e Protoespaciador: Material genético diana complementario al
espaciador de crRNA. De origen exdgeno

e PAM: Protospacer adjacent motifs (motivo adyacente al
protoespaciador) secuencia de entre 2 y 5 nucledtidos
inmediatamente adyacente al protoespaciador. Se considera un
sistema de discriminaciébn con el fin de evitar la respuesta
autoinmune frente a los espaciadores

e tracrRNA: Trans-activating CRISPR RNA (ARNA trans activador de
CRISPR). Molécula de ARN necesaria en algunos sistemas
CRISOPR que interactua con el crRNA. Suele ser complementaria a
las repeticiones de las regiones del loci CRISPR
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RNasa: Ribonucleasa, enzima que cataliza el ARN en componente
mas pequefos

dsDNA: ADN de doble cadena

Fokl: Esta enzima es una endonucleasa de restriccion, presente
naturalmente en Flavobacterium okeanokoites

NHEJ: Recombinacién no homologa, es una ruta que repara rupturas
en la doble hebra de ADN, de denominacion no homologa porque los
extremos rotos son directamente ligados sin necesidad de un molde
homologo.

HDR: Reparacion dirigida por homologia, mecanismo en que las
células reparan lesiones de su ADN de doble hebra

DSB: Rupturas de la doble hebra del material genético

RGENSs: Endonucleasas guiadas por ARN

SgRNA: ARN de guia unica. ARN elaborado a partir de la fusion de
un tracr-RNA y un crRNA

Cas9: Enzima endonucleasa de ARN guia asociada al sistema
adaptativo CRISPR de inmunidad en Steptococcus pyogenes,
Casl2a: Endonucleasa asociada a CRISPR capaz de generar un
corte en las secuencias de ADN de manera mas precisa que Cas9
Cas13: Endonucleasa capaz de unir y dividir secuencias de ARN de
manera programética

ARNmM: ARN mensajero, transfiere el cédigo genético del nucleo de
una célula a un ribosoma en el citoplasma, actia como plantilla o
patrén para la sintesis proteica

IPSCs: Células madre pluripotentes inducidas

HR: Recombinacion homologa, es un tipo de recombinacién en las
gue las secuencias de nucleétidos intercambian entre dos moléculas
similares o idénticas de ADN

CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(Regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica)
DMD: Distrofia muscular de Duchenne

RPGR: Retinitis pirmentosa FTPase regulator. Gen encargado de
enviar sefiales que activan la produccién de la proteina esencial para
la vision normal.

LTR: Secuencia larga terminal

CPE: Efecto citopatico

SDA: Amplificacion de desplazamiento en cadena

SHERLOCK: Specific High-Sensitivity enzymatic reporter unLOCKing
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HUDSON: Calentamiento de muestras de diagndstico no extraidas
para eliminar nucleasas

T7 RNA polimerasa: Es una enzima polimerasa del bacteriéfago T7
que cataliza la formacion de ARN a partir del ADN en direccién 5™ a
3

TCEP: (tris(2-carboxietil) fosfina) agente reductor para romper
enlaces disulfuro dentro y entre las proteinas

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, es un agente quelante de
iones de Calcio

FAM-RNA-BIOTINA: molécula fluorescente, permite cuantificar los
sitios de union a biotina, o su concentracion.

ANTI-FAM: Anticuerpos policlonal de tipo IgG del gen FAM

SIKV: Virus del Zika

DENV: Virus del Dengue

VFA: Virus de la Fiebre Amarilla

DETECTR: DNA endonucleasa targeted CRISPR trans-reporter
VPH: Virus del papiloma Humano
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ANALISIS RETROSPECTIVO DE CRISPR-Cas UNA HERRAMIENTA
CON POTENCIAL PARA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES VIRALES

RESUMEN

El descubrimiento de los sistemas CRISPR-Cas lleva una larga trayectoria
desde su descripcion inicial en 1987 con aplicaciones en el area de la edicién
genética con CRISPR-Cas9, en el area agricola y especificamente en el
diagnéstico de enfermedades virales. El sistema CRISPR-Casl3a y Casl2a
brinda al Bacteridlogo y laboratorista clinico una herramienta para el diagndostico
de enfermedades virales, permitiendo la identificacion de secuencias de acidos
nucleicos especificas de cualquier microorganismo de manera altamente eficaz,
precisa y econdmica. Desde su descubrimiento como un sistema de inmunidad
adaptativa en organismos procariotas, sus caracteristicas estructurales y
funciones han sido estudiadas y redefinidas hasta conocer como CRISPR-Casl13a
y Casl2a incrementan la versatilidad del sistema para su empleo en el area de la
salud e investigacion. En el presente trabajo se realiza una revision tedrica de las
caracteristicas generales, estructurales y funcionales de CRISPR-Casl3a y
Casl2a proteinas que juegan un papel fundamental en uso de la herramienta
CRISPR-Cas para el diagnostico de enfermedades virales, asi como las
aplicaciones que perfilan el sistema como una de las mas novedosas y eficaces
herramientas biotecnoldgicas conocidas.

Palabras clave: Edicion génica, CRISPR-Casl3a, CRISPR-Casl2a,
Enfermedades virales, Diagnéstico
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1. INTRODUCCION

Los investigadores que centran sus estudios en edicion génica se han
enfocado en gran medida en encontrar mecanismos que permitan la edicion de
genes sin errores, de manera confiable y precisa. Desde el hallazgo de secuencias
cortas y regularmente interespaciadas en bacterias como mecanismo de defensa
ante invasiones por virus, se ha estudiado la capacidad de estas secuencias para
editar genes en compafiia de las proteinas asociadas al sistema (Cas) las cuales
presentan diferentes aplicaciones, una de ellas el diagndstico de enfermedades
virales.

En la actualidad los métodos mas usados para el diagndstico de
enfermedades virales son: Las lineas celulares, inmunoensayos, pruebas NAAT,
NGS, espectrofotometria de masas, la Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), inmunofluorescencia, ELISA, nefelometria cuantitativa, entre otros;(1)
herramientas que permiten la amplificacion de un fragmento de DNA de interés,
detecta la presencia de Antigenos o anticuerpos en una muestra, etc (1).

Aunque estas herramientas presentan ventajas considerables, también son
métodos costosos tanto para los materiales e implementos que requiere, como
para las capacitaciones del personal y mantenimiento del equipo (1).

Adicionalmente se presentan en algunos casos baja especificidad y
sensibilidad. Por ello, el sistema CRISPR surge a partir de la investigacion del
sistema de defensa de las bacterias, hallazgos utilizados posteriormente para la
edicidbn genética, herramienta que seria afios mas tarde una alternativa factible
para la deteccion de acidos nucleicos; de forma rapida, de bajo costo, especifica y
sensible, con la capacidad de brindar resultados en cuestion de minutos (tabla
n°4) sin requerir el uso de equipos especializados. Por estos factores, CRISPR-
Cas se ha convertido en uno de los sistemas con mayor potencial en el
diagnéstico de enfermedades virales y actualmente se estudia para ser
implementada con herramientas como SHERLOCKv2 y DETECTR (60).
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Gracias a los beneficios que ofrecen estas herramientas de diagnostico de
enfermedades virales permiten que las comunidades de bajos recursos y
habitantes de zonas de dificil acceso reciban tratamiento oportuno (2).

En este trabajo abordaremos este tema desde el descubrimiento de las
secuencias CRISPR, hasta los resultados de las investigaciones que demuestran
la efectividad del sistema para el diagnostico de enfermedades virales. Finalizando
con las implicaciones para Colombia y la bacteriologia. En el primer capitulo
hablaremos de la Edicibn génica; abordando dos técnicas anteriormente
implementadas como son las Nucleasas de dedos de Zinc ZFN y las Nucleasas de
tipo activadores de la transcripcion TALENSs. En el segundo Capitulo explicaremos
el sistema CRISPR desde su descubrimiento como sistema de inmunidad
adaptativa para bacterias y casi todas las Arqueas, que es, su clasificacion,
proteinas asociadas (Cas), sus mecanismos de accién y sus aplicaciones,
haciendo énfasis en este ultimo para dar un breve paso por las enfermedades en
las que han venido trabajando, usando la proteina Cas9. Estas investigaciones
dan lugar al descubrimiento de nuevas proteinas asociadas al sistema CRISPR,
que con sus particularidades funciones y utilidades han demostrado tener
potencial para ser usadas como herramientas para el diagnéstico de
enfermedades virales. Para entender los beneficios que estas herramientas
brindan, es necesario hablar no solo de las caracteristicas de algunas de las
enfermedades virales de importancia en salud publica (tercer capitulo) sino
también conocer cuales son las pruebas usadas actualmente para diagnosticarlas
y las dificultades que presentan, tema que serd tratado en el cuarto capitulo. A
Continuacién, en el quinto capitulo trata las dos herramientas implementadas
recientemente para el diagnoéstico de enfermedades virales como lo son
SHERLOCK y DETECTR; explicando los estudios que se han realizado que
permiten demostrar su efectividad y las expectativas a futuro. Y finalmente las

implicaciones que estos avances cientificos traen para colonia y la bacteriologia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Realizar un analisis retrospectivo del sistema CRISPR- Cas haciendo
énfasis en su potencial como herramienta para el diagndstico de
enfermedades virales de importancia en salud publica.

2.2. Objetivos especificos

- Trazar una linea de tiempo que indique la trayectoria del
sistema CRISPR-Cas en cuanto a su descubrimiento, aplicaciones,
resultados de las investigaciones realizadas, ventajas, desventajas y
aplicaciones a futuro.

- Describir el funcionamiento de las nuevas técnicas de
Diagnostico de enfermedades infecciosas implementadas a partir del
sistema CRISPR.

- Analizar las aplicaciones de la herramienta CRISPR-Casl2ay
Casl3a, las dificultades que pueda presentar y los beneficios para el
diagnostico de enfermedades de tipo viral.
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3. ANTECEDENTES

En 1953 los cientificos de la Universidad de Cambridge James D. Watson y
Francis Crick descubrieron que el ADN tiene una estructura de doble hélice
enrolladas alrededor del mismo eje (3), una vez conocida su estructura se podrian
utilizar protocolos experimentales que conducen a la transferencia de informacién
genética de un organismo a otro, tecnologia conocida como ADN recombinante
(4). En 1982 se emplearon técnicas para edicion genética como las nucleasas de
dedos de Zinc (ZFN) y las nucleasas tipo activadores de la transcripcion (TALENS)
que presentan ciertos inconvenientes debido a que las enzimas que estas técnicas
emplean para la edicion de genes hay que disefiarlas, lo cual implica gran costo y
tiempo. (1)

Hacia 1987 Ishino y sus colaboradores de la Universidad de Osaka, en
Japon, descubrieron en una cepa de Escherichia coli, unas repeticiones
regularmente espaciadas dentro de un fragmento de ADN; diferentes a cualquier
otro tipo conocido (5).

En un estudio realizado entre 1993, y 1995, un grupo de investigacion
liderado por Francisco Mojica, descubren la repeticion de secuencias en
microorganismo procedentes de las Salinas de Alicante. En el transcurso de los
afos 90's se hallaron estas secuencias CRISPR en Mycobacterium tuberculosis,
Streptococcus pyogenes, entre otras especies (5).

En el afio 2000 denominaron estas secuencias SRSR (short regularly
spaced repeats) y un aflo mas tarde debido a la complejidad de la abreviatura
denominarian secuencias CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats)(6). En el 2002 Jansen realiza la identificacion de los genes
Cas (7). que conjugado con las proteinas asociadas el sistema (Cas), brinda una
amplia variedad de aplicaciones en el campo de la medicina, la industria agricola,
industria farmacéutica, entre otros. (8). A mediados de la década del 2000 en
algunos laboratorios de microbiologia y bioinformética se hicieron predicciones

acerca de las funciones de CRISPR en la reparacion de ADN o regulacion de
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genes (9,10) Para el 2005 se observaron que muchas de las secuencias
espaciadoras dentro de CRISPR son de origen viral (11,12), junto con esto el
hallazgo que los loci CRISPR se transcriben y a su vez se observo que los genes
Cas codifican proteinas con dominios nucleasa y helicasa, estas proteinas
asociadas al sistema Cas se encargan de ejecutar la accion del sistema (11). Se
propuesto desde ese momento que CRISPR-cas es un sistema de defensa
adaptativa que podria utilizar ARN anti-sentido debido a la memoria del sistema
inmune por invasiones previas. Para el 2007 los estudios de infecciones por
Streptococcus thermophilus por fagos liticos llevada a cabo por el investigador
Barrangou en una empresa de lacteos proporcionaron la primera evidencia de que
CRISPR-Cas brinda inmunidad adaptativa (12).

En el 2008, los ARN maduros de CRISPR (crRNAS) sirven como guias
en un complejo de proteinas Cas para interferir en la proliferacion del virus

en Escherichia coli.(13).

Aproximadamente desde el 2013 se esta explorando el sistema de
manera que sea posible desarrollar endonucleasa de ARN-guia o nucleasas
de ingenieria (RGENs) que permiten la ediciébn del genoma dirigida en
células humanas cultivadas, en embriones de pez cebra y en bacterias.
Desde entonces se ha utlizado exitosamente RGENs para modificar
genomas de distintas especies, de manera que esté a la altura que sus
precursores, nucleasas de dedos de zinc (ZFNs) y nucleasas efectoras de
tipo activador de la transcripcién (TALENS) (14).

A partir del 2012 se realizan estudios por dos grupos de investigacion
liderados por Jennifer Doudna, Emmanuelle Charpentier y por otro lado el
liderado por Feng Zhang abordando las proteinas asociadas al sistema como
herramientas potenciales para el diagnostico de enfermedades virales. Tema

gue desarrollaremos mas adelante.
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Figura 1 Linea de tiempo de los campos de investigacion de ingenieria del
genoma CRISPR-Cas, se muestran los principales acontecimientos en ambos campos.
Los cuales se fusionaron en el 2012 con el descubrimiento de que Cas9 es una
endonucleasa de ADN ARN- programable, lo que lleva que a partir del 2013 Cas9 se
utilizara para la modificacion de genes en células humanas, asi como otros tipos de
células y organismos.

Tomada de:

Doudna JA, Charpentier E. The new frontier of genome engineering with

CRISPR-Cas9. Science (80- ) [Internet]. 2014 Nov 28 [cited 2019 Apr 27];346(6213):1258096—
1258096. Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/25430774 (15)
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4. MARCO TEORICO

Las enfermedades de base genética constituyen un grupo de patologias de
gran importancia, no solo por su incidencia; alrededor de un 1% de los bebés
nacen con algun tipo de anormalidad genética, sino por los problemas que
producen; estas enfermedades comprometen la calidad de vida de los afectados,
causando discapacidades intelectuales o fisicas segun el caso. A su vez, estas
enfermedades pueden tener un caracter degenerativo que condicionan una
mortalidad precoz (16). Es alli donde la Edicibn genética juega un papel
fundamental para abordar esta problematica. De los estudios realizados respecto
a la utilidad del sistema CRISPR-Cas en la edicidbn de genes, se resaltan otras
proteinas asociadas al sistema con capacidad para detectar secuencias
especificas del genoma de virus, capacidad que seria de gran utilidad en el

diagnéstico de enfermedades virales (17).

4.1. Edicién génica

La edicién de genomas se refiere a un tipo de ingenieria genética
capaz de manipular directamente secuencias en sitios especificos en el
genoma. En general, se realiza a partir del corte de ADN en ambas cadenas
en secuencias especificas y Unicas del genoma. Esto seguido de procesos
de reparacion por recombinacibn homdloga (reorganizaciéon de genes
dentro de los cromosomas el cual se produce entre secuencias de ADN
idénticas o parecidas) o no homdloga (es una ruta que repara rupturas en la
doble hebra de ADN, sin que las secuencias de ADN sean idénticas o

parecidas) (18).
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La edicion de gendmica es una técnica poderosa capaz de descifrar
la funcion de un gen, la base genética de la enfermedad. Métodos de
edicion genética tradicionales, tales como mutagénesis dirigida y aleatoria
basados en productos quimicos o la integracion aleatoria de secuencias de
ADN, confieren cambios genéticos indiscriminados de una forma ineficiente
gue requiere la incorporacion de secuencias sintéticas no deseables o el

uso de condiciones de cultivo aberrantes (18).

En la necesidad de obtener mecanismos que permitan la edicion de
genes, las investigaciones han encontrado un sistema que permite hacerlo
de manera especifica, sencilla, a partir de secuencias CRISPRs que se
encuentran en la mayor parte de las bacterias y casi todas las arqueas.
Antes de llegar a ese punto se utilizaron técnicas como las nucleasas de
dedos de zinc (ZFN), Nucleasas de tipo activadores de transcripcion
(TALENS) que presentan ciertas desventajas y complicaciones (19) (Figura
1).

X Molécula implicada
| Herramientas de i Origen
edicién gendmica Rotura de DNA de g
Reconocimiento de secuencia
doble hebra
Nucleasas con Proteina: Proteina de dedos de Zinc (ZFP) Proteina Artificial
dedos de Zinc » 1dedo de Zinc (3 Aminoacidos) = 3 bp | * MNucleasa Fokl
TALEN (Nucl
tibo 3 ﬂgv:d;as:: Proteina: TAL effector Proteina Nabacal
- Y * 2 aminoacidos = 1bp * Nucleasa Fokl
transcripcion)
RNA Proteina
CRISPR-Cas9 * 1 ribonucledtido =* 1 bp " (as9 Natural

Tabla 1 Nucleasas sitio- especificas utilizadas en edicién gendmica

Tomado de: Revoluciéon CRISPR L. The CRISPR Revolution [Internet]. [cited 2019 Apr 28].
Available from: https://repositorio.unican.es/xmlui/bitstream/handle/10902/14357/Herran de la Gala
Dario.pdf?sequence=1&isAllowed=y (20)
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4.2. Nucleasas de Dedos De Zinc (ZFN)

Las nucleasas de dedos de Zinc se componen de dos partes: una
son los dedos de zinc, los cuales son dominios de naturaleza proteica
capaces de reconocer un trinucleétido de una secuencia especifica. Estos
pueden manipularse de manera modular para dirigir su uniébn a una
secuencia en particular. Por otra parte, esta la nucleasa Fokl es una
nucleasa de Flavobacterium okeanokoites que ha sido modificada para
generar un corte secuencia- independiente (21). Los dominios de dedos de
Zinc, fusionados a la nucleasa Fokl trabajan en conjunto para unir
secuencias especificas de 18pb (21).

Los dedos de zinc (ZFNs) son enzimas que Se unen y cortan
secuencias distintas de ADN de doble cadena (dsDNA) Una unidad de ZFN
funcional consta de dos proteinas monomeéricas individuales que se unen a
un medio in-situ en el ADN de aproximadamente 15 a 18 nucleétidos.
Cuando dos monémeros de ZNF se unen a sus sitios diana adyacentes a
los dominios de escision dimerizan y crean una ruptura en la doble hebra
(DSB) en el ADN (18)

La introduccion de DSBs mediadas por ZNF en el genoma establece
una base para la edicion del genoma altamente eficiente. La reparacion
imperfecta de DSBs en una célula a través de la via de reparacion del ADN
no homologo puede dar lugar a una pequefia insercion y supresion
(indeles). La creacién de indeles dentro del gen de secuencia de una célula
de codificacion puede resultar en un bloqueo funcional de marco de lectura
y posterior de un locus del gen de alta eficiencia. Mientras que este
protocolo describe el uso de ZFNs para crear un bloqueo de genes, la
integracion de transgenes puede llevarse a cabo a través de la reparacion

homologa en el sitio de corte de ZFN (19).
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4.3. Nucleasas de tipo activadores de la transcripcion (TALENS)

Son proteinas secretadas por la bacteria Xanthomonas que infectan
plantas. Son introducidas directamente en el citoplasma celular y
transportadas al nucleo de la célula vegetal. Al reconocer promotores
especificos en el ADN inducen la activacion de ciertos genes de la planta
que facilitan la infeccidon de la bacteria (21). Se pueden generar secuencias
personalizadas de TALENs para reconocer secuencias genomicas unicas.
A la secuencia de TALENs personalizada se puede fusionar la nucleasa
Fokl con el fin de generar el dimero funcional de corte (21).

TALENSs implica la sintesis de la C-terminal con el tipo de enzima de
restriccion 1l, Fokl, para producir los heterodimeros que forman un
interruptor de doble trazado (DSB) en el ADN (22,23).

Este método se basa en la utilizacién de dos nucleasas dirigidos que
consiste en un dominio ADN-obligatorio serie- especifico combinado con un
modulo regular del ADN (22,23).

Estas nucleasas consisten en los modulos de ADN- obligatorios
programables y serie-especificos acoplados con un dominio hendido ADN
regular que permita cambios genéticos exactos y eficientes estimulando los
interruptores apuntados del doble cabo de ADN con el fin de inducir la
reparacion celular del ADN, incluyendo recombinacion no homéloga NHEJ
falible y HDR (22,23).

4.4. REPETICIONES PALINDROMICAS CORTAS AGRUPADAS Y
REGULARMENTE INTERESPACIADAS (CRISPR)

4.4.1. SISTEMA CRISPR-Cas

CRISPR-Cas es un sistema de inmunidad adaptativa procariota,
presente en la mayor parte de bacterias y casi todas las arqueas. El sistema

CRISPR actua recopilando y almacenando fragmentos de material genético
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de bacteriéfagos y plasmidos invasores, que transcribe en forma de
crRNAs. Son estos crRNAs los que actuaran como guia de las
endonucleasas Cas de la célula hospedadora, que en procesos infecciosos
posteriores degradan el acido nucleico diana, siempre que esté presente

una secuencia complementaria al crRNA (24).

4.5. Clasificacion del sistema CRISPR-Cas

Existen diversos sistemas CRISPR que en la actualidad se
encuentran clasificados en 2 clases, 5 tipos y 16 subtipos, de acuerdo con
un criterio basado en la arquitectura de sus componentes y mecanismos de
accion. En primer lugar, CRISPR de clase 1 y 2 son quienes llevan a cabo
la escision de los acidos nucleicos invasores. De manera que, en la clase 1
se encuentran todos aquellos sistemas que requieren de un gran complejo
de proteinas efectoras guiadas por ARN para llevar a cabo la escision de
ADN o ARN. Por el contrario, los sistemas de la clase 2 requieren de una
Unica endonucleasa efectora, que guiada por ARN lleve a cabo la
neutralizacion del genoma invasivo como lo es Cas9 y Casl2a. Dentro de
estas dos clases se agrupan los siguientes tipos de sistemas CRISPR:

Clase 1: tipos I, lll y IV y clase: tipos II, V 'y VI (27)
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Figura 2 Esquematizacion comparativa de las diferentes etapas de funcionamiento en los
distintos tipos de sistemas CRISPR-Cas (tipos |, 11 y III)

Tomado de: Revolucién CRISPR L. The CRISPR Revolution [Internet]. [cited 2019 Apr
28]. Available from: https://repositorio.unican.es/xmlui/bitstream/handle/10902/14357/Herran
de la Gala Dario.pdf?sequence=1&isAllowed=y (20)

Los tres sistemas CRISPR-Cas (Tipo |, tipo Il y tipo Ill) usan distintos
mecanismos moleculares con el fin de lograr el reconocimiento del &cido
nucleico y la escision (Figura 3) (22,23). Todos ellos pueden coexistir en un
mismo microorganismo. Los sistemas tipo | y tipo Il utilizan el complejo de
proteinas Cas para la orientacion del crRNA, sin embargo, el sistema de tipo
Il solo requiere una sola proteina de reconocimiento de ADN ARN guia y la
escision. Esta propiedad resulta ser de gran utilidad para aplicaciones en la

ingenieria gendmica (25).
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El sistema tipo | es reconocido por la presencia de Cas3, una proteina
con los dominios helicasa y DNasa que son responsables de la degradacion.
En la actualidad se han identificado 6 subtipos del sistema clasificados de la
A a la F con un numero variable de genes Cas. El pre-crRNA es procesado
por Cas5 o Cas6. Aparte de Casl, Cas2 y Cas3, todos los sistemas tipo |

requieren de un complejo multi-Cas para su funcionamiento (26).

El sistema tipo Il usa un trans-activador (tracrRNA) para la maduracion
del crRNA el cual es complementario a las repeticiones en el pre-crRNA; en
donde la endonucleasa Cas9 juega un papel fundamental en el corte
después del guiado al ADN exdgeno por el crRNA-tracRNA y presenta dos
subtipos (A'y B). (26).

El sistema tipo Ill se asocia a la proteina Casl10, a su vez utiliza Cas6
para procesar el pre-crRNA. Las proteinas Cas se destinan a los complejos

Csm o Cmr siendo estos similares a las proteinas cascada del tipo | (26).

Los sistemas tipo | y IllI, utilizan endonucleasas Cas especializadas
para procesar el pre-crRNA y luego el crRNA maduro se asocia a un
complejo multi-Cas, el cual reconoce y genera un corte en el ADN exdgeno.
Y en los sistemas tipo Il la maduracion del crRNA se produce por el tracRNA

y solo necesita Cas9 para el corte del ADN objetivo (26).

La inmunidad adaptativa se realiza en tres etapas: 1. Insercion de
una secuencia corta del ADN invasor como una secuencia espaciadora en la
matriz CRISPR. 2. La transcripcion del precursor crRNA (pre-crRNA) que se
comete a maduracion para obtener crRNAs individuales, cada uno de los
cuales esta compuesto tanto por repeticiones como de un espaciador del
agente invasor, y 3. la escision del acido nucleico extrafio el crRNA dirigido
por proteinas cas en sitios complementario a la secuencia espaciadora

crRNA. La secuencia PAM (un protoespaciador adyacente) una pequeia
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secuencia adyacente a la secuencia diana crRNA en el ADN invasor juega
un papel fundamental en las etapas de adaptacion e interferencia en el
sistema CRISPR tipo | y tipo Il (24).

4.5.1. Proteinas asociadas (Cas)

Existen cuatro genes asociados a CRISPR (Cas) que se
encuentran solo en especies de bacterias y aqueas que contienen
secuencias CRISPR, ubicados cerca de un locus de repeticion, que
generalmente se encuentran orientados de cabeza a cola del material
genético de estos microrganismos como si fueran transcritos. El arreglo
comun de estos genes es Cas3- Cas4- Casl- Cas2. La proteina Cas3
es una helicasa, mientras que Cas4 se asemeja a una familia de
exonucleasas y contiene un dominio rico en cisteina. (Figura 3) En
general Casl es la Unica proteina que se encuentra en todas las
especies que contienen el loci CRISPR, Cas2 esta pendiente por
caracterizar (27).

Las familias de proteinas asociadas a CRISPR estan
involucradas en procesos que pueden incluir el mantenimiento de
agrupacion repetidas (7), la captura de nuevos elementos espaciadores
(24) y expansion o contraccion de grupos, propagacion de secuencias
lider y grupos de repeticion dentro de un genoma (7), Transferencia de
CRISPR y genes Cas juntos a nuevos genomas (9), e interaccion de
CRISPR/cas loci con la célula huésped (27). Las funciones de estas
familias de proteinas son en gran parte desconocidas y los estudios
posteriores tratan de descifrar las funciones y aplicaciones de estas

proteinas.
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Tabla 2 Nucleasas del sistema CRISPR-Cas, su papel en las fases de
inmunidad y en qué clase del sistema han sido identificadas.

Proteina Rol Tipo
Casl Adaptacion TRTTRYAY]
Cas2 Adaptacion I, 1L I, V, VI
Cas3 Adaptacién/Interferencia |
Cas4 Adaptacion LI,V
Cas5 Expresion 1,10, 1V
Cashb Expresion 1,1, IV
Cas7 Interferencia 1, 1, IV
Cas8 Interferencia (Y
Cas9 Interferencia / Adquisicion I
Cas10 Interferencia 11}

Casl2 Expresidn / Interferencia v
Casl3 Expresidn / Interferencia VI

Tomado de: Revolucién CRISPR L. The CRISPR Revolution [Internet]. [cited 2019 Apr 28].
Available from: https://repositorio.unican.es/xmlui/bitstream/handle/10902/14357/Herran de la Gala
Dario.pdf?sequence=1&isAllowed=y (20)

CRISPR-Cas9 es una endonucleasa de ADN con un ARN guia asociado al
sistema CRISPR que genera inmunidad para el Streptococcus pyogenes donde
este microorganismo utiliza Cas9 para memorizar y posteriormente adherirse al
ADN invasor, bien sea bacteriéfagos o ADN plasmidico. De manera que, si el ADN
invasor es complementario a la base de la region del espaciador del ARN guia,
este seria un mecanismo de interferencia ante la reincidencia del agente invasor
(28).

Tiene un efecto secundario inesperado que la clasifica como la enzima ideal

para el diagnostico de enfermedades simples, rapidas y precisas
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Casl2a (antes llamada Cpfl) es una proteina de corte de ADN que fue
descubierta en 2015 por Jennifer Doudna y su colega Emmanuelle Charpentier de
UC Berkeley, es como la conocida proteina Cas9 convertida en una poderosa
herramienta de edicibn de genes en 2012. Casl2a fue una adicidbn a las
herramientas de corte de genes, capaz de cortar ADN bicatenario en lugares en
los que Cas9 no puede, es més facil de usar cuando se inserta un nuevo gen en el
corte de ADN (29).

Casl3a Es una proteina con la capacidad de unir y dividir el ARN de
manera programatica, protegiendo a las bacterias de infecciones por fagos y

sirviendo como una plataforma para la manipulacion de ARN (30).

4.6. Mecanismo de accion de CRISPR-Cas

Las repeticiones palindrébmicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadas CRISPR junto con las endonucleasas Cas son un sistema que
inicialmente se consider6 como un tipo de defensa bacteriana. Al ingresar un
ADN invasor entre secuencias palindrémicas repetidas, generan un ARNcr al
transcribirse. Cuando reincide la infeccion el ARNcr acoplado con una
proteina Cas reconoce el patégeno y Cas degrada el ARNm (31).

En general, el funcionamiento del sistema CRISPR se puede dividir en
tres etapas: Etapa de adquisicién, Etapa de expresion y etapa de
interferencia. Cada uno de los tipos de sistemas CRISPR presenta
particularidades propias, sin embargo, este trabajo se centrara en revisar el
funcionamiento del sistema CRISPR-Casl13ay Casl2a (32).

La etapa de adquisicibn tiene como objetivo la captacion e
incorporacion de fragmentos de &cidos nucleicos ya sea ADN, ARN,
plasmidico o virico, al locus CRISPR de la célula hospedadora. Dentro de
CRISPR los protoespacioadores seran insertados y por ende se denominan
ahora espaciadores, entre las secuencias repetidas y en posicion 5° respecto

a la secuencia espaciadora y siempre tras la secuencia lider (32).
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A continuacion, en la etapa de expresion, CRISPR se transcribe dando
lugar a un largo transcrito primario denominado pre-crRNA, que contiene al
locus tracrRNA y a todos los espaciadores adquiridos en la etapa anterior
separados por secuencias repetidas. Este pre-crRNA es procesado mediante
la endonucleasa, dando lugar a secuencias de ARN constituidas por una
regibn espaciadora flanqueada por una corta secuencia repetitiva, que
servira como zona de anclaje de la proteina Cas en la etapa posterior, a
estas secuencias las denominaremos crRNAs (32).

En la etapa de interferencia el genoma de un organismo invasor
reincidente intenta infectar nuevamente la célula. En esta etapa, el crRNA
maduro se une a la secuencia activadora tracrRNA, formando el hibrido de
RNA (tracrRNA: crRNA) el cual es necesario para dirigir a la endonucleasa
hacia la secuencia diana del material genético invasor que debe degradar.
Mediante el apareamiento de bases del crRNA con la secuencia diana del
agente invasor formando un complejo (tracrRNA: crRNA: DNA o RNA) la
endonucleasa logra la neutralizacion del agente invasor mediante la
generacion de una DSB en la secuencia diana de este (32).

El mecanismo de CRISPR esta formado por una molécula de ARN
guia que se une especificamente a una secuencia, ya sea de ADN o de ARN
y por una Endonucleasa que corta el acido nucleico indicado por el ARN
guia. A medida que realizan investigaciones del sistema han hallado nuevas
endonucleasas que forman parte del sistema CRISPR y que tienen distintas
caracteristicas, las cuales podrian ser de gran utilidad como herramientas en
el laboratorio. Ademas de esto, de acuerdo con el genoma bacteriano,
existen diferentes tipos de CRISPR, es por esto por lo que las aplicaciones
para este sistema son muchas, principalmente en edicion de genes,

imagenes, diagnostico y terapéutica (33).
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Figura 3 Componentes y etapas del sistema CRISPR de tipo Il en cuanto a la
defensa de la célula contra agentes invasores.

Tomado de: Kirchner M, Schneider S. CRISPR-Cas: From the Bacterial Adaptive Immune
System to a Versatile Tool for Genome Engineering. Angew Chemie Int Ed [Internet]. 2015 Nov 9
[cited 2019 Apr 28];54(46):13508-14. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26382836 (34).

4.7. Aplicaciones del sistema CRISPR-Cas

El sistema CRISPR-Cas presenta una gran variedad de aplicaciones,
a continuacion, mencionaremos algunas de ellas

Como se mencion6 anteriormente CRISPR-Cas9 tiene aplicaciones
para la edicion genémica que permiten tratar enfermedades raras de origen
genético. Estudios realizados en ratones nos permite acércanos a lo que
sucede en el organismo humano (35). A continuacion, se abordaran algunas
de las enfermedades en las que se ha usado el sistema CRISPR-Cas9

demostrando su efectividad.

4.7.1. Fibrosis quistica
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En el 2014 Fei Xie y colaboradores, realizaron un estudio en el cual
obtuvieron Células Madre Pluripotentes Inducidas (iPSCs) a partir de
fibroblastos de un paciente con betatalasemia. Sobre estas IPSCs se
realizaron técnicas de edicién genética basadas en Cas9 con reparacion del
corte mediante HDR. Esto permitid corregir el estado heterocigoto de la
mutacién de las células del paciente y como resultado la ausencia de
consecuencias clinicas (36).

La fibrosis quistica es wuna enfermedad que deteriora
considerablemente la calidad de vida del paciente que la padece. Esta
patologia se asocia a la mutacion del gen CFTR regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica. Usando Cas9 con un
ARN guia (sgRNA) diana frente al gen mutado, posteriormente afiaden el
gen CFTR nativo del donante para su incorporacion por HDR, demostrando
asi la correccion de la patologia con alta especificidad en organoides
basados en células madre intestinales (37). En el 2015 desarrollaron un
modelo celular iPSC in vitro de un paciente con fibrosis quistica homocigoto
para la mutacion CFTR. Usaron un plasmido que codifica para la proteina
Cas9, un sgRNA y un DNA donante para corregir la mutacién mediante
HDR (38).

4.7.2. Enfermedades neuromusculares

Las enfermedades neuromusculares son de gran importancia para
estudio con terapia génica, especialmente la Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD). Combinaron en un estudio técnicas basadas en TALENs
y CRISPR-Cas9 sobre iPSCs derivadas de fibroblastos de un paciente con
DMD. Tras realizar tres modificaciones genéticas diferentes y la posterior
diferenciacion a células musculoesqueléticas, pudieron detectar la correcta
expresion de la distrofia (proteina ausente en la DMD) (39). Otros estudios

permitieron establecer la expresion de distrofina en células de un paciente
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con DMD mediante edicidon genética multiplexada (varios sgRNAs con
diferentes dianas) usando CRISPR-Cas9 (40).

Aun para el 2015 lograron corregir la mutacion de JAK2 (causante de
la enfermedad por deficiencia) mediante HDR via CRISPR-Cas9, usando

iPSCs de un paciente con inmunodeficiencia Combinada Grave (SCID) (41).

4.7.3. Retinitis pigmentosa

En el 2016 realizaron estudios sobre la retinitis pigmentosa en iPSCs
derivadas de un paciente con la enfermedad. Mediante Cas9, repararon el
gen RPGR (retinitis pigmentosa FTPase regulator) usando HDR generando
un 13% de células corregidas ya que estudios anteriores solo describen

tasas de correccion del 1% (42).

4.7.4. Cancer

El cancer es una enfermedad compleja, raramente relacionada
con la afectacion de un solo gen. El sistema CRISPR-Cas es de gran
utilidad para la generacion de modelos de experimentacion que
permitan el estudio de procesos cancerigenos (43). En el 2014 el
grupo de investigacion liderado por Xue W. crearon un modelo murino
de cancer de higado usando CRISPR-Cas9 introducido por inyeccion
hidrodindmica con el fin de mutar los genes supresores de tumores
Pten y p53 (43). Tanto en 2015 como en 2017 consiguieron generar
modelos de la enfermedad de cancer de colon humano a través de la
aplicacion de CRISPR-Cas sobre células madre intestinales
cultivadas, permitiendo detectar los genes implicados en dicha
patologia (44,45). De los modelos oncogénicos mas complejos esta la
obtencién de reordenamientos entre cromosomas mediante CRISPR-
Cas9 tal y como sucede en pacientes con carcinoma pulmonar no
microcitico (46).
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CRISPR permite también modelizar el cancer, entre las
aplicaciones que presenta el sistema CRISPR existe la posibilidad de
alterar cinco genes en un mismo ensayo y trabajar en modelos
animales in vivo. En China se presentd el primer ensayo en el que
inyectaron células con genes editados mediante la tecnologia

CRISPR-Cas9 a un paciente con cancer de pulmon (35).

4.7.5. Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

CRISPR-Cas tiene la capacidad de disrupcion o delecciéon de
los receptores de los linfocitos T humanos (CXCR4 y CCRS5). En 2015
consiguieron alterar el gen CXCR4 logrando que las células fueran
resistentes a la infeccion por VIH (47). Lograron producir células
CCR5A32 resistentes a VIH a partir de iPSCs utilizando CRISPR-Cas9
Alcanzando la homocigosis en un 33% de las células (48). Obtuvieron
la inactivacion del gen CCR5 en células CD34+ precursoras
hematopoyéticas, que conservaron esta caracteristica en una
diferenciacion posterior (49).

Para el 2016 en el equipo de Kaminsky lograron erradicar las
copias integradas en el genoma de linfocitos T CD4+ humanos,
inhibiendo la capacidad de infeccién primaria por VIH. Mediante el
reconocimiento por parte del sistema CRISPR-Cas9 de LTR
(Secuencia larga terminal) una secuencia tipica de retrovirus,
posicionada en la forma proxima al promotor del VIH, integrada en el
genoma hospedador (50). Este estudio ha servido de inspiracion para
realizar experimentos in vivo en ratones con el objetivo de erradicar la
infeccion por VIH (51).

A pesar de los debates sobre limites éticos y legales de la
modificacion en embriones, ya se han realizado dos experimentos
entre los afios 2015 y 2016 en los que se han modificado embriones

humanos que eran incompatibles con la vida por medio de la
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tecnologia CRISPR-Cas9. En el ultimo de los equipos de investigacion
de la Universidad Médica de Cantén (en el sur de China) se alteraron
cigotos para hacerlos inmunes al VIH. Ademas, en México nacié un
bebé con la técnica de los tres padres genéticos con el fin de evitar
qgue heredara de su madre una rara enfermedad mitocondrial (35).

El sistema CRISPR-Cas9 ha sido usado para la correccién de
una mutacion conocida en el cromosoma X relacionada con la
hemofilia tipo B y aunque presenta ciertas complicaciones se plantea
realizar mas estudios en esta enfermedad (52).

La tecnologia CRISPR también se ha aplicado en industrias
agricolas y de alimentos para modificar cultivos probiéticos y vacunar
cultivos industriales contra los virus. También se utiliza en cultivos
agricolas para mejorar el rendimiento, resistencia a enfermedades,
tolerancia a la sequia y mejorar las propiedades nutricionales de los
productos (53).

4.8. ENFERMEDADES VIRALES DE IMPORTANCIA EN SALUD
PUBLICA

De las enfermedades virales de importancia en salud publica, tales
como VPH, Dengue, Zika y Fiebre amarilla, se resalta la ausencia de
pruebas de diagnostico especificas para la enfermedad lo cual implica que
las pruebas para la deteccidén de la patologia se hagan cuando el paciente
presenta deterioro en los 6rganos involucrados. Por esta razon es de vital
importancia la implementacién de pruebas que permitan la deteccion del
virus desde que este ingresa al organismo (54). Para cumplir con este
propdsito las investigaciones de esa rama se han centrado en estudiar las
proteinas asociadas al sistema CRISPR- Cas, teniendo en cuenta que cada

una de ellas presenta funciones especificas. Para entender esta
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herramienta es importante abordar inicialmente lo concerniente con cada

enfermedad.

4.8.1. Enfermedad por el virus del papiloma humano VPH

El virus del papiloma humano VPH es una infeccidon
transmitida por contacto sexual. Actualmente se conocen mas de 100
tipos del Virus, de los cuales alrededor de 40 tipos pueden infectar al
area genital ya sea la vulva, vagina, cuello uterino, recto, ano, pene y
escroto, asi como la boca y garganta. Algunos tipos de VPH se
evidencian comunmente por medio de verrugas como verrugas en
las manos y plantas de los pies, pero estas no se transmiten por
contacto sexual (55).

Las infecciones genitales por VPH son muy comunes y se
considera que casi todas las personas sexualmente activas se
contagian con el VPH en algin momento de su vida. La mayoria de
las personas con VPH no presentan sintomas (55).

La mayor parte de las infecciones por VPH no son agresivas y
desaparecen por si solas, aunque existen algunos tipos de VPH que
pueden provocar verrugas genitales o cancer.

— Los tipos de VPH 6 y 11 causan en su mayoria verrugas

genitales, considerados de bajo riesgo ya que no provocan cancer ni

problemas de salud graves (55).

— Aproximadamente 12 tipos de VPH pueden provocar cancer, los
mas comunes son los tipos 16 y 18, responsables de la mayoria
de los casos y considerados de alto riesgo. El cancer cervical es
el mas asociado al VPH, pero también puede causar cancer de
vulva, vagina, pene, ano, boca y garganta. (55).

Aungque en la mayoria de los casos el sistema inmunitario de la

persona combate la infeccibn por VPH antes de crear verrugas,

cuando estas se presentan puede ser de tipos 4 tipos:
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— Verrugas genitales: caracterizadas por ser lesiones planas en forma de
coliflor que en mujeres aparecen en su mayoria en la vulva, aunque
también pueden presentarse cerca del ano, cuello del uUtero o en la
vagina (55).

— Verrugas comunes: se presentan como bultos duros y elevados, con
presencia en manos, dedos o codos, que, aunque son antiestéticas,
también pueden ser dolorosas o con tendencia a producir lesiones o
sangrado (55).

— Verrugas plantares: son bultos duros y granulosos que aparecen
generalmente en talones o en la parte delantera de los pies (55).

— Verrugas planas: son lesiones poco elevadas, planas y mas oscuras que
el tono de la piel. Pueden aparecer en cualquier lugar, aunque en nifios
aparece mas comunmente en el rostro, en los hombres en la barba y en

las mujeres en las piernas (55).

4.8.2. Cancer cervical

Se presenta en su mayoria en personas no vacunadas, como
infecciones que inicialmente pasan desapercibidas pues en las fases
tempranas del cancer cervical no hay desarrollo de signos ni sintomas.

Cuando hay infecciones repetitivas de ciertas cepas del virus
puede producir lesiones precancerosas, que si no son tratadas pueden
volverse cancerosas (55,56).

El diagnostico de infeccion por VPH se realiza por medio de la
observacion de las verrugas, que al no ser visibles requiere de los
siguientes examenes:

— prueba con solucion de acido acético; que al ser aplicado en el area
genital de pacientes infectada por VPH se tornan blancas, lo cual ayuda

a identificar lesiones planas (55,56).
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— Papanicolaou: a partir de una muestra de células del cuello uterino o de
la vagina, que revela anormalidades en las células que revisten la parte
inferior del atero (55,56).

— Prueba de ADN: donde se identifica el material genético de los tipos de

VPH de alto riesgo vinculados con los tipos de cancer genital (55,56).

Actualmente se recomienda a las mujeres entre 21 y 29 afios a que
se realicen la prueba de Papanicolaou cada 3 afios, asi como a mujeres
entre 30 y 65 afos también cada tres afios o cada cinco afos si se hacen
un analisis de ADN del VPH al mismo tiempo. Para mujeres mayores a 65
afos pueden dejar de hacerse el andlisis si han tenido tres Papanicolaou
normales seguidos o dos andlisis de ADN del VPH y Papanicolaou sin

resultados anormales (50).

4.8.3. Enfermedad por el virus de Zika

El virus de Zika es un Flavivirus transmitido por la picadura de
mosquitos infectados del género Aedes en especial Aedes aegypti en
regiones tropicales, siendo los mismos vectores que transmite el Dengue, la
fiebre Chikungunya y la fiebre amarilla. Tras la exposicion presenta un
periodo de incubacion de 3 a 14 dias para la aparicion de sintomas, las
personas infectadas en su mayoria son asintométicas, los sintomas
generalmente tienen una duracién entre 2 a 7 dias que consisten en fiebre,
erupciones cutaneas, conjuntivitis, dolores musculares y articulares,
malestar y cefalea (57).

Las complicaciones de la enfermedad se pueden evidenciar; en
mujeres embarazadas donde causa microcefalia y malformaciones
congénitas, a su vez se asocia con complicaciones del embarazo como
parto prematuro, aborto espontaneo y la muerte intrauterina, asi como
también puede transmitirse de la madre al feto, por contacto sexual,
transfusion de hemocomponentes y trasplante de 6rganos (57).
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También puede desencadenar el sindrome Guillain- Barré,
neuropatia y mielitis, con predominancia en adultos y adolescentes.

La infeccidén se sospecha a partir de los sintomas de la persona que
reside o ha viajado a zonas endémicas. Sin embargo, el diagnéstico se
hace con pruebas especiales en el laboratorio (57).

El diagndstico de Zika cuenta con métodos directos para determinar
el ARN viral como es la Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real o RT-PCR, las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) y
el aislamiento viral. Ademas, se puede realizar la determinacion seroldgica
de anticuerpo IgM e IgG mediante ELISA y Neutralizacion en placas. Sin
embargo, la limitada disponibilidad de pruebas de diagnostico de ZIKA
presenta desventajas como la reaccion cruzada con otros flavivirus tipo
Dengue, virus del Nilo Occidental y Fiebre Amarilla, e incluso vacunacion

con otro flavivirus causa a menudo falsos positivos (58,59).

Muestra de suero obtenida a
1-5 dias de sintomas

RT-PCR-DENV

RT-PCR-ZIKV

Positivo Megativo

Paositivo Megativo

RT-PCR-CHIKV

Positivo Negative

Figura 4 Protocolo para el diagnéstico diferencial de Zika, Dengue y Chikungunya

Tomado de: Cabezas C, Garcia P. Diagnéstico de la infeccion por el virus zika. An la Fac Med

[Internet]. 2017 May 16 [cited 2019 Apr 27];78(1):89. Available
http://revistasinvestigacion.unmsm.edu.pe/index.php/anales/article/view/13028 (60).
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4.8.4. Enfermedad por el virus del dengue

Es una infeccion viral aguda causada por un arbovirus de la familia
Flaviviridae y transmitida por la picadura de hembras de mosquitos del
género Aedes principalmente Aedes aegypti (61).

El virus posee cuatro serotipos (DENV1, DENV2, DENV3, DENV4),
los cuales no desencadenan inmunidad cruzada, lo que significa que una
persona puede infectarse y presentar hasta 4 veces la enfermedad (61).

El periodo de incubacion gira alrededor de 7 dias, para que haya
lugar a una infeccion debe presentarse de forma simultanea, el virus, el
vector y el huésped susceptible (61).

EL virus se multiplica en los ganglios linfaticos y luego se disemina a
otros tejidos y 6rganos a través del sistema linfatico y de la sangre (61).

Los primeros sintomas del dengue clasico son fiebre y cefalea
asociado a mialgias, artralgias, astenia y adinamia. En etapa critica hay alto
riesgo de muerte si no se trata a tiempo, en otros casos los pacientes
presentan forma atipicas y graves como son lesiones dirigidas a 6rganos
como encéfalo, miocardio, rifidn o higado (61).

El diagnostico definitivo de infeccion por Dengue depende del
aislamiento viral, de la deteccion del antigeno viral o el RNA viral en el
suero o tejido, o deteccion de anticuerpos especificos en el suero del
paciente. Una muestra sanguinea en la fase aguda debe tomarse, tan
pronto sea posible, luego del inicio de la enfermedad febril. Una muestra
sanguinea, idealmente debe ser tomada de 2 a 3 semanas después (62)

(figura 6).
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CONFIANZA

METODOS DIRECTOS METODOS INDIRECTOS

Aidamienta Deleccidn Deteccién Serologio IgM Serclogla IgG
del virus del genomo de NSI = h 3
ACCESIBILIDAD

Figura 5 Métodos diagnésticos de dengue
Tomado de: Isaza S. Maldonado J. Boshell Samper J. Ministerio de Salud y
Proteccion Social Memorias Dengue [Internet] (61).

Paso 1: Se toma sangre del paciente para analizar,

Paso 2: Hay unos anticverpos en forma de Y (igM) al oplicar los antige-
nos del dengue (NS1) hay vno vnidn anligenc-anticuer po

Figura 6 Prueba ELISA basada en la deteccion de antigenos virales
Tomado de: -Colombia D. Ministerio de Salud y Proteccion Social-Federacion Médica
Colombiana  [Internet]. 2012  [cited 2019 Apr 27]. Available  from:
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https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/TH/Memorias_dengu
e.pdf (56).

4.8.5. Enfermedad por el virus de la fiebre amarilla

La fiebre amarilla es una enfermedad viral causada por la picadura
de mosquitos hematofagos, infectados previamente por el virus, es un
Arbovirus perteneciente a la familia Flaviviridae (63).

El periodo de infeccién aparece de 3 a 5 dias después de la picadura
del mosquito, donde el paciente presenta fiebre, cefalea, nauseas, mareos,
malestar general y dolor muscular, congestion facial y bradicardia, segun
los laboratorios el paciente presenta leucopenia con neutropenia relativa,
aumento de transaminasas y albuminuria (63).

En el periodo de remision, los sintomas ceden y el estado general de
paciente mejora. el virus en esta etapa desaparece, este periodo puede
durar de 2 a 48 horas (63).

Gran parte de los pacientes se recuperan en esta etapa, iniciandose
la etapa de recuperacion que dura entre 2 a 4 semanas, sin embargo, entre
el 15y el 25% de los casos, los sintomas reaparecen en forma mas grave,
el periodo de intoxicacion, en el que predominan sintomas de insuficiencia
hepatica y renal con necrosis hepatica, colestasis y presencia de
albuminuria. En este periodo el paciente presenta ictericia, dolor epigastrico,
manifestaciones hemorragicas, alteraciones hepaticas y renales. En los
casos fatales, puede presentar miocarditis y encefalitis (63).

El periodo de transmisibilidad; la sangre de los enfermos es
infectante para los mosquitos desde 24 hasta 48 horas antes de aparecer la
fiebre y durante los primeros tres a cinco dias del cuadro (63).

Actualmente los examenes de laboratorio que complementan el
diagndstico de fiebre amarilla son:

Hemograma con plaguetas
Hepatograma GOT, GPT, Bilirrubinas
Funcion renal creatinina y urea (63).
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La confirmacién del diagndstico de fiebre amarilla se hace por alguna
de las siguientes técnicas:

Si la muestra es tomada antes de los 5 dias de que el paciente
presente sintomas; se hace aislamiento del virus de la fiebre amarilla,
deteccion de secuencias genomicas virales. Si la muestra es tomada mas
de 5 dias después de que el paciente presente sintomas; aumento de los
titulos de anticuerpos IgG del virus de la fiebre amarilla 4 veces en
muestras de suero obtenidas en fase aguda en pacientes sin historia
reciente de vacunacién y descart6 de reacciones cruzadas con otros
Flavivirus. Post mortem; se realiza deteccién del antigeno especifico en

tejidos por inmunohistoquimica (63).

Actualmente las técnicas usadas para el diagnéstico de
enfermedades virales son procedimientos costosos, requieren de equipos
especializados que no todos los centros de salud cuentan con ellos, asi
como presentan demoras para revelar un resultado, con baja especificidad
y/o que requiere de un periodo de incubacion del virus prolongado para ser
detectadas o se hacen con pruebas adyacentes que determinan los dafios
sistémicos del patdgeno en el organismo del individuo, lo que implica que el
microorganismo haya ingresado al organismo con el tiempo suficiente para
causar dafio. Las consecuencias de un diagnostico inoportuno podrian
terminar en complicaciones dejan a su paso secuelas importantes, dafiando
la calidad de vida de las personas y aun mas importante aquellas

enfermedades que pueden terminar en la muerte del paciente (64).

Desde el 2012 se adelantan investigaciones sobre nuevas técnicas
para el diagnostico de enfermedades virales, en corto tiempo, a bajo costo,
con alta especificidad y sensibilidad, y que sean de facil accesibilidad. Es

alli donde juega un papel importante una herramienta descubierta desde
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1987 CRISPR que en conjunto con las proteinas Casl2ay Casl13 permitiria

el diagnéstico de enfermedades virales (65).

CRISPR en general es una herramienta que promete mejorar la calidad de
vida de los seres vivos, revirtiendo problemas genéticos, mejorando el sistema de
respuesta de las células contra invasiones por otros microorganismos (35), entre
muchas otras aplicaciones. El presente articulo tiene como finalidad recopilar
informacion sobre las investigaciones realizadas hasta el momento sobre la
utilidad del sistema, que lleven a la comunidad cientifica a determinar nuevas

tecnologias para el diagndéstico de enfermedades.

Es decir, lo que se pretende es dar a conocer hasta dénde han llegado las
investigaciones realizadas hasta la fecha sobre el sistema CRISPR en cuanto a su
uso como herramienta diagnostica, asi como, lo prometedor que puede ser esta
herramienta para la vida y los aportes que puede llegar a hacer para la rama de la

salud, no solo humana sino también animal y vegetal.

49. PRUEBAS EMPLEADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES VIRALES EN COLOMBIA

Para abordar el sistema CRISPR-Cas y sus aplicaciones en el
diagnoéstico de enfermedades virales es importante conocer cuales son las
técnicas empleadas actualmente en el laboratorio para el diagndstico de

enfermedades virales en Colombia.

4.9.1. Cultivo celular

Es un método para el aislamiento viral utilizando lineas celulares, las
cuales varian segun el tipo de virus. Para evidenciar el crecimiento del virus
se ve por medio del efecto citopatico (CPE) que causa alteraciones

celulares. La identificacibn del virus se realiza por tincibn de
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inmunofluorescencia (para detectar y localizar antigenos células mediante

el uso de anticuerpos marcados con fluorocromos) (1).

Desventajas:

— No es recomendado el cultivo de células para virus no susceptibles al
crecimiento de lineas celulares o que producen efecto citopatico.

— Muestras de bajo volumen no permiten la inoculacién de muchos tipos
celulares

— Un cultivo celular requiere de semanas para lograr aislar un virus

— Requiere de una infraestructura adecuada y de personal especializado
en la interpretacion del efecto citopatico en las células (1).

Usar técnicas de cultivo rapido tiene beneficios limitados, debido a
gue no se dirige a una amplia gama de virus y presenta una baja

sensibilidad.

4.9.2. Amplificacién de Acidos Nucleicos NAATS

Pruebas de identificacion de secuencias &cido nucleico-especificas
del organismo de interés, que no solo detecta microorganismo en sangre,
sino también en muestras vaginales, endocervicales, uretrales, tanto en
hombres como en mujeres (1).

Estas pruebas presentan la habilidad de producir una sefial positiva
con una sola copia de ADN o ARN (1). Los métodos usados para

desarrollar esta prueba son:

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); gRT-PCR
Amplificacién de desplazamiento en cadena (SDA)

Como ventajas, presenta mas de 90% de sensibilidad y mas de un 98%

de especificidad. Permite la utilizacion de especimenes no invasivos, como

orina. Diagndstico confiable tanto en pacientes sintomaticos como

asintomaticos (66). Sin embargo, son pruebas de alto costo, con un alto
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requerimiento en controles de calidad, facilidad de contaminacion (reacciones
falsas positivas) y problemas relacionados con la secuencia debido a que esta
podria variar entre cepas (1).

4.9.3. Reaccién en cadena de la polimerasa o PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa fue desarrollada en 1983 por
el Dr. Kary Mullis, consiste en la amplificacién in vitro de un fragmento de
ADN especifico, para llevar a cabo este proceso es necesario conocer la
secuencia del fragmento a amplificar ya sea un gen, parte de un gen, una
region no codificada, entre otros, para posteriormente ser visualizados y
utilizados en otras aplicaciones (67).

En un tubo de ensayo se dispone una muestra de ADN de la especie
a estudiar. A continuacion, se afladen oligonucleétidos que actuaran como
cebadores para la ADN polimerasa, estos oligonucleotidos (cebadores o
primers) delimitan la regiébn a amplificar, especificamente estos deben ser
complementarios a cada uno de los extremos 3" de la region a amplificar
(67).

Adicionalmente es necesario afadir 4 tipos de dNTPs que componen
el ADN (dATP, dGTP, dTTP y dCTP), se afiade la ADN polimerasa la cual
debe ser capaz de resistir elevadas temperaturas para llevar a cabo la
reaccion, comunmente la Tag-polimerasa aislada de la bacteria Thermus
aquaticus (67).

Una vez reunidos todos los componentes es necesario la
desnaturalizacion de ADN. A continuacion, permitir el alineamiento de los
primers y por ultimo facilitar que la Tag-polimerasa lleve a cabo la sintesis
de ADN utilizando como cebadores los extremos 3" de los primers utilizados
(67).

— Desnaturalizacion: es necesario elevar la temperatura hasta 94°C durante
aproximadamente 1 minuto.
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— Alineamiento: se desciende la temperatura hasta una temperatura que
puede oscilar entre 40°C y 60°C durante aproximadamente 30 segundos y

2 minutos.

— Extension: se aumenta nuevamente la temperatura hasta los 72°C y se

deja actuar la Tag-polimerasa durante 1 o 2 minutos.

Estos tres pasos constituyen un ciclo, que debe repetirse unas 40 veces
aproximadamente para obtener millones de copias del fragmento de interés.
Este proceso se realiza de forma automatizada, aunque también puede
hacerse de forma manual. Requiere el uso de un termociclador para realizar

los 40 ciclos de amplificacién (67).
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Tomado de: Pérez A. Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR)
Universidad Politécnica de Valencia (62)

51



4.9.4. RT-PCR

PCR en tiempo real permite la deteccion y cuantificacion de
secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reporteros
fluorescentes en la reaccion.

El término en tiempo real se refiere a que la deteccion de los
productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccién. El término
cuantitativo hace referencia a la posibilidad de cuantificar la cantidad de
ADN en la muestra. Sus variantes, gPCR utiliza ADN gendmico. RT-gPCR
es cuanto se obtiene primero el ADNc y luego se hace la PCR (68).

Una de sus principales ventajas, consiste en la deteccion en tiempo
real y cuantificacion de la secuencia blanco, ademas de ser un método que
garantiza alta sensibilidad, especificidad y eficiencia para la deteccidén y

cuantificacion de acidos nucleicos (1).

4.9.5. Secuenciacion de Segunda generacion NGS

Realiza la secuenciacion simultanea de multiples genes asociados
con una enfermedad o fenotipo en particulas, asi como de secuencias
cortas de aproximadamente 100 pb, produciendo millones de lecturas al
mismo tiempo. Una vez ensambladas dichas secuencias a un genoma de
referencia se pueden secuenciar, en lugar de un gen, multiples genes o
incluso un genoma completo (69).

Las plataformas de secuenciacion NGS ( ejemplo: nanoesferas
unidas a una superficie de cristal, o a una placa de vidrio) tienen en comudn
gue la deteccion del acido nucleico no es aplicable en una solo molécula, lo
gue indica que requiere de una previa amplificaciéon del fragmento a
secuenciar (por medio de una PCR) para poder obtener lecturas

secuenciadas del mismo (1).
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4.9.7. Inmunoensayos

Son pruebas que usa inmunocomplejos cuando un anticuerpo se une
a un antigeno como medio para generar un resultado perceptible. Utiliza un
anticuerpo especifico o en su defecto varios anticuerpos para detectar

analitos de interés (70).

La prueba ELISA o ensayo inmunoenzimatico es un metodo analitico que
depende de la reaccion Ag-Ac. Determina la concentraciéon de Ag o Ac, mediante
el uso de uno de ellos inmovilizado en fase sélida y el otro en solucion, puede ser
cualitativo o cuantitativo. Dependiendo del disefio se pueden usar Ags, haptenos o
Acs marcados son una enzima para revelar Ags, Acs, hormonas o farmacos,
presentes en fluidos corporales. El producto de la reaccion puede ser detectado y
amplificado mediante el uso de un marcador enzimético con un sustrato apropiado
Es un procedimiento de gran sensibilidad y especificidad, sencillo, bajo costo,
reproducible y adaptable, requiere poca cantidad de muestra. Una de las
desventajas mas importantes es que para adaptar la prueba a analizadores
automaticos se necesitan reactivos puros, lo que aumenta notablemente el costo

de la prueba (71).

4.9.8. Inmunofluorescencia

Es una técnica que se utiliza para la deteccion de estructuras subcelulares
gue nos permiten estudiarlas con el uso de anticuerpos acoplados a fluoréforos
(72).

Es un conjunto de técnicas en donde se emplean anticuerpos con el fin de
detectar y localizar antigenos especificos en células y/o tejidos, algunos de sus
pasos son:

— Fijacion: preserva la localizacién, composicion y estructura del material
bioldgico a analizar. Puede hacerse con glutaraldehido, paraformaldehido

y/o metanol/acetona.
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—Permeabilizacion: produce poros en las membranas celulares, lo que
permite el ingreso de anticuerpos a la célula si el objetivo es la deteccion de
estructuras internas de la célula.

Bloqueo: impide interacciones inespecificas de los anticuerpos con el
material bioldgico a analizar, generalmente se usa Albumina bovina sérica o
gelatina de pescado. El anticuerpo primario debe competir con la proteina
blogueante para asi poder unirse al epitope y poder detectar la estructura.

Inmunodeteccidén: los anticuerpos son proteinas con la capacidad de
reconocer especificamente y unirse con alta afinidad a moléculas tales

como antigenos (67).
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TIPO DE TIEMPO DE
PRUEBA ENSAYO QUE ENCUENTRA | REALIZACION | SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD VENTAJAS DESVENTAJAS
AMPLIO RANGO | REQUIERE MAYOR
DE DETECCION | TIEMPO, NECESITA
MAYOR CULTIVOS
AISLAMIE CULTIVO 48 DIAS O BUENA, SET/?SBLLFLBAEEA%UE EN'FFEIE-E;AI;;TIEESI\'ITO
NTOVIRAL|  CELULAR EL VIRUS SEMANAS LRAEk/IAJ'E\gﬁRAA EXCELENTE RAPIDAS DEL PERSONAL O
INFORMA SOBRE | PERSONAL EXPERTO
LA INFECTIVIDAD E
DEL VIRUS INFRAESTRUCTURA
DETECTADO (73) COSTOSA (73)
FORMACION DE A GARANTIA DEL
ANTIGENO- 50 MINUTOS ALTA VELOCIDAD Y CONTROL DE
INMUNOENSAY | ANTICUERPO | o 5y MANDAM 100%(74) 99.7%-100% | TENDIMIENTO, CALIDAD
0s MEDIANTE ENTE METODO ALTO RIESGO DE
RECONOCIMIENT AUTOMATIZADO
OY UNION (1) INTERFERENCIAS
ALTO COSTO (73)
DETECCIO MENOS SENSIBLE
N DE QUE EL CULTIVO
ANTIGENO NECESITA EQUIPO
s ROBUSTO
PERSONAL EXPERTO
IN MEZ';’/(;ZLAUOR m;:gﬁsr?:oi 2 a6 HORAS | 70%-80%(75) | EXCELENTE RE;:;ITSOD © LIMIT;:\/IlDRC')A f\ TIPO
PUEDE PRESENTAR
FALSOS POSITIVOS
POR FACTOR
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DETECTAVIRUS NO | REQUIERE EQUIPO
VIABLE VIGOROS, PERSONAL
DETECTA ENTRENADO
INFECCIONES COSTO ELEVADO
MULTIPLES NO INFORMA LA
PCR ADN-ARN VIRAL (1 48 HORAS >99.5 >99.5(74) PUEDE INFECTIVIDAD
INACTIVARSE EL NECESITA
PATOGENO CONDICIONES
PUEDE DETECTAR ESTRICTAS DE
NUEVOS ASTRINGENCIA.
PATOGENOS (73) | ALTO COSTO (73)
GENOTIPODO
! TIEMPO DE
DETECCIO AMPLIFICACION Y DETERMINACION EJECUCION MAS
N DEL DETECCION DE DE LA CARGA LARGO REQUIERE
NAATS SECUENCIAL DEL > 90 MINUTOS 90%- 100% 98% - 100% VIRAL, NUEVOS
GENOMA CEBADORES
GENOMA VIRAL FORMATOS
VIRAL1 ESPECIFICOS PARA
(ADN O ARN) (1) COMPACTOS Y LOS OBJETIVOS (73)
PORTATILES (73)
IDENTIFICACION ALTO COSTO,
POLIMERIZACION DE NUEVAS NECESITA
DE LA PLANTILLA SECUENCIAS HABILIDADES
DE ADN GENOMICAS, BIOINFORMATIXCAS
MEDIANTE LA GENOTIPADO, PARA EL ANALISIS DE
NGS INCORPORACION VARIABLE EXCELENTE EXCELENTE DETECCION DATOS
DE dNTP PRECISA DE RETRASO EN EL USO
ETIQUETADOS Y MUTACIONES Y PARA
FINALIZAR LA MUTACIONES DIAGNOSTICOS
EXTENSION (1) RESISTENTES A | CLINICOS DE RUTINA
FARMACOS (73) (73)

Tabla n3: Pruebas de diagnéstico viral
Tomado de: Autor
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5. IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES VIRALES

La identificacion rdpida y precisa de enfermedades infecciosas permite
optimizar la atencién en salud y guiar el control de infecciones, asi como las
intervenciones en salud publica con el fin de limitar la propagacion de
enfermedades tanto en servicios de salud altamente especializados como en
lugares remotos donde hay atencion en salud basica. Una prueba de diagnostico
ideal es aquella que es econOmica, precisa y proporciona resultados en corto
tiempo, donde se puede permitir su uso para diferentes tipos de muestras, sin
necesidad de equipos especializados, lo que permite detectar y realizar el
aislamiento oportuno de los casos, limitando la propagaciéon de la enfermedad y
facilitando la atencion oportuna (54).

Un diagnostico médico depende en muchas ocasiones de andlisis clinicos
de calidad, de manera que los resultados sean precisos y confiables, dando
claridad al especialista sobre la enfermedad presente y del tratamiento indicado
para el paciente (54).

Teniendo en cuenta los avances en ciencia y tecnologia es posible lograr un
diagnéstico certero en las primeras etapas de la enfermedad, disminuyendo de
manera considerable las tasas de mortalidad (54).

Las pruebas de laboratorio no solo ayudan a detectar cuadros clinicos sino
también a controlar enfermedades y a evaluar la efectividad del tratamiento. Tanto
los médicos como los pacientes deben obtener pruebas que garanticen a ambos
seguridad, debido al indice de falsos positivos y falsos negativos que retrasaria un
tratamiento oportuno para un paciente o por el contrario se formularan
tratamientos innecesarios (2).

Segun expertos en el campo de la ciencia y la salud los examenes de
laboratorio se recomiendan tanto para personas que padecen alguna enfermedad
como para personas aparentemente sanas, estos deben ser realizados por los

menos una vez al afio y periodicamente después de los 30 afios (2).
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Tanto los laboratorios como los hospitales deben contar con equipos de
calidad que brinden beneficios tanto a los pacientes como a los médicos,
laboratoristas y hospitales (54).

Los pacientes deben recibir un diagnostico acertado y oportuno. Gracias a
la eficiencia de los equipos que actualmente requieren de una minima cantidad de
muestra para realizar las pruebas, lo que resulta menos traumatico especialmente
para nifios pequefios, recién nacidos, adultos mayores (2).

El conjunto de varias pruebas puede emitir en poco tiempo un diagndéstico
confiable que permite tratar certeramente a los pacientes. De manera que los
laboratorios realizan mejoras constantes en sus equipos para que estos realicen
un amplio menu de pruebas (54).

Cuando un laboratorio cuenta con tecnologia de punta, los hospitales
aumentan su productividad, hay menos incidencia en la repeticion de andlisis,
porque son pruebas mas confiables y en caso de requerir repetir la prueba, se

puede hacer con la misma muestra (2).

Los avances de la biologia CRISPR-Cas esta revolucionando en el campo
del diagndstico molecular para enfermedades infecciosas a través de la deteccion
del virus de Zika, virus Dengue y VPH en muestras humanas (76).

Diversas estrategias basadas en edicibn génica usando el sistema
CRISPR-Cas se han enfocado en la prevencion de enfermedades infecciosas de
alta prevalencia y morbilidad, mediante inactivacion de genes del agente infectivo
o de la célula huésped (76).

En la actualidad se avanzan investigaciones sobre diferentes tecnologias
para el diagnostico de enfermedades y el sistema CRISPR ofrece aportes
prometedores para la salud a nivel mundial. Dos laboratorios lideres mundiales en
ediciones genéticas como lo son Broad Institute y Howard Hughes Medical
Institute han presentado dos plataformas para deteccion de enfermedades
basadas en CRISPR, denominadas DETECTR y SHERLOCK usando proteinas
como Casl2a y Casl3 respectivamente que cortan ADN y/o ARN de forma
diferente a como lo hace Cas9 (29,65,77).
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Algunas de las enfermedades en las que se espera evolucionar con
herramientas de diagnostico son VPH, Zika, Dengue, y Fiebre Amarilla. El
potencial de diferentes versiones de CRISPR-Cas permite una nueva generacion
de pruebas diagndésticas que pueden estar disponibles y ser mas rentables que las

tecnologias actuales, sobre todo en paises en via de desarrollo.

6. CRISPR-Cas UNA HERRAMIENTA CON POTENCIAL PARA EL
DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES VIRALES

El desarrollo exitoso de las herramientas CRISPR se basa en la
comprension de las funciones de las proteinas asociadas (Cas) con potencial para
ser usadas en edicion génica. En partir del 2012 descubrieron los cientificos e
investigadores Feng Zhang, Jennifer Doudna y Emanuelle Charpentire que las
proteinas Casl2a (anteriormente Cpfl) y Casl3a (anteriormente C2c2) tienen la
capacidad de reconocer fragmentos de ADN y/o ARN respectivamente y cortar un
fragmento especifico del acido nucleico y que acompafiado de una molécula
sefalizadora podria ser atil para el diagnostico de enfermedades virales
(29,65,77).
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7. SHERLOCK

SHERLOCK (Desbloqueo especifico de reportadores enzimaticos de alta
sensibilidad) dirigido por investigadores del Broad institute of MIT, laboratorio de
Harvard y el Massachusetts institute of technology, este sistema tiene un potencial
tan alto que haria aportes que transformaran la investigacion y la salud publica a
nivel mundial (77)

SHERLOCK es una plataforma para detectar moléculas de &acidos
nucleicos, utiliza la misma filosofia tradicional del sistema CRISPR formado por
una enzima nucleasa guiada por una molécula de ARN hacia su secuencia diana
de acidos nucleicos, SHERLOCK usa la nucleasa Casl3a, que tiene como
caracteristica que al activarse muestra actividad RNasa y fragmenta ARN (69).

El SHERLOCK original funciona en presencia de la molécula de ARN a
detectar, el ARN guia interacciona con la misma y activa Casl13a, es alli donde la
actividad RNAsa de Casl3a hace que la nucleasa fragmente moléculas de ARN
que liberan sefales que pueden ser detectadas (69).

En el proceso de mejorar el sistema SHERLOCK los investigadores han
creado un test en forma de tira de papel, que después de sumergirse en una
muestra indica con una linea si el objetivo (ejemplo; el material genético del virus)
se detecté o no, como un tipo de prueba rapida, teniendo en cuenta que esta
herramienta no requiere de ningun equipo especial, sirve como prueba diagndstica
no sélo en lugares de bajos recursos sino también en caso de un desastre o si
hubiese un falla en la electricidad, aun asi se puede realizar la prueba, y lo mejor;
estas tiras de papel solo cuestan un par de dolares (69).

El Sistema SHERLOCK es un método de diagnostico sensible, facil de usar
y a bajo costo que permite detectar material de acido nucleico como lo podria ser
un virus, ADN tumoral, entre otros objetivos o Dianas, que serian un gran avance
para un diagnéstico acertado y una herramienta aplicada al mundo real (69).

En su proceso de demostrar la utilidad de este sistema y sus aplicaciones,

el equipo de investigacion del laboratorio de Harvard liderado por investigadores
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del Broad usa SHERLOCK para detectar ADN tumoral libre de células en
muestras de sangre en pacientes con cancer de pulmon y para detectar el virus
sintético Zika y Dengue simultaneamente (65). Adicionalmente, tendria también
aplicaciones sanitarias, incluyendo el diagnostico de infecciones y deteccién de
mutaciones que confieren resistencia a farmacos o cancer, también para
aplicaciones industriales y agricolas monitoreando las cadenas de suministro y asi
reducir el desperdicio y poder mejorar la seguridad. (65)

El éxito del sistema SHERLOCK se basa en la proteina Casl3a asociada a
CRISPR la cual puede programarse de manera que esta se una a una fraccion
especifica de ARN, donde esta fraccion puede ser cualquier secuencia genética,
incluidos genomas virales, genes que confieren resistencia a antibidticos en
bacterias o mutaciones que desembocan en céancer, al localizar su objetivo
Casl3a lo corta y posterior a esta accion corta indiscriminadamente ARN
cercanos, esta accidén no esperada es la usada para crear SHERLOCK disefiando
un sistema que pueda ser compatible tanto con ADN como con ARN (30,77).

El funcionamiento basicamente se enfoca en hebras adicionales de ARN
sintético con el fin de crear una sefial, Casl3a cortan este ARN después de cortar
su objetivo original, este corte libera la molécula de sefalizacién lo cual indica la
presencia o ausencia del objetivo (30,77).

Estos avances en la investigacion del sistema SHERLOCK demuestran la
capacidad para detectar de forma rapida y precisa la formas genéticas, ADN
tumoral en muestras, teniendo en cuenta que inicialmente sélo podia detectar una
secuencia de acido nucleico a la vez, pero ahora puede llegar a detectar hasta
cuatro objetivo diferentes, gracias a un andlisis que proporciona sefales
fluorescentes, lo que implicaria menos cantidad de muestra para pasar a través de
los paneles de diagndstico, como ejemplo se puede decir que la nueva version de
SHERLOCK puede determinar en una sola reaccion si una muestra contiene el
virus del Zika o particulas del virus de Dengue, que causan sintomatologia similar
en los pacientes, para este objetivo esta plataforma usa las enzimas Casl3 y
Casl2a de diferentes especies de bacterias para generar sefales adicionales
(30,77).
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Con el sistema SHERLOCK original es posible detectar una sola molécula
en un microlitro, pero al usar también una enzima adicional asociada a CRISPR
que amplifica la sefial de deteccién, se hara una herramienta mas sensible que su
predecesora, lo que da como resultado que ahora podemos alcanzar una
sensibilidad 100 veces mayor (33), al juntar diferentes tipos de enzimas CRISPR,
se desencadena el ataque a diferentes fracciones de ADN y ARN haciendo este
sistema una herramienta més sensible, estas nuevas caracteristicas ayudan a
SHERLOCK a ser un sistema mas preciso. Para lograr el aumento de la
sensibilidad de la prueba es necesario hacer unas implicaciones Yy
transformaciones de ADN a ARN con la enzima T7 RNA polimerasa que actia a
37°C, dando lugar a la posibilidad de no usar equipos si no que se pueda realizar
simplemente calentando el tubo con las manos y asi lograr la deteccién de una
molécula de ARN entre un trillon de moléculas de ARN (33).

Uno de los aspectos mas importantes de la plataforma SHERLOCK es que
los reactivos necesarios para la deteccion pueden ser congelados y
descongelados y se pueden integrar a las tiras de papel reactivo, y aunque ain no
es preciso se cree que el costo del analisis de cada muestra esta entre
aproximadamente 61 centavos de dolar, sin adicionar al costo el detector de
fluorescencia (33)

‘Las mejoras de SHERLOCK brinda mas informacion diagnéstica y nos
acerca a una herramienta que puede ser utilizada para aplicaciones reales” Feng
Zhang (77)

Debido a que en los centros de salud y en especial en aquellos ubicados en
zonas rurales no cuentan con personal capacitado ni los recursos necesarios para
realizar la amplificaciéon del &cido nucleico procesos que dificultan la realizacién de
la prueba en el campo. Se ha desarrollado HUDSON un método que junto con
SHERLOCK permite detectar el acido nucleico de interés directamente en la

muestra del paciente (65).
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7.1. Estudios realizados aplicando la herramienta de diagndstico
SHERLOCKV2

Para que la herramienta SHERLOCK sobresalga en la deteccion
viral, debe ser empleada con métodos que permiten la deteccion directa en
muestra de pacientes con una lectura visual.

Para probar el rendimiento de SHERLOCK en la deteccion del virus
de Zika (ZIKV) y Dengue (DENV) en muestras de pacientes Feng Zhang y
colaboradores desarrollaron HUDSON (calefaccion sin extraer muestras de
diagnéstico para obliterar nucleasas), un método que lisa las particulas
virales e inactiva los altos niveles de ribonucleasas que se encuentran en
los fluidos corporales con el uso de calor y reduccidén quimica, para permitir
la deteccion rapida, sensible de ZIKV y DENV directamente de los fluidos
corporales con una lectura colorimétrica. Esto se denomin6 SHERLOCKv2
(77,78).

Posterior a la inactivacion de Rnasas por el medio HUDSON se
procede a realizar el protocolo de SHERLOCK. Donde los productos de
EPR se detectan en una mezcla de reacciébn que contiene T7 RNA
polimerasa, Cas13a, un crRNA especifico de la diana, y un RNA guia emite

fluorescencia cuando es escindida (77,78).

HUDSON SHERLOCK
deteccidn Cas13
:Jacc\:j:zidn inactivacion viral :f‘:f/\f: $ . -
RT-RPA @@ Ia transcripcian de T7 :ff_: ~
— — —> S > D 0
37-50 C,’5-20 “64-95C, 5
min min ﬁ $ —9 e
~ S
muestra clinica ~

Figura 8 Esquema de deteccion viral directamente en la muestra del paciente por medio
de HUDSON y SHERLOCK

Tomado de: Myhrvold C, Freije CA, Gootenberg JS, Abudayyeh OO, Metsky HC, Durbin AF, et al.
Field-deployable viral diagnostics using CRISPR-Cas13. Science (80- ) [Internet]. 2018 Apr 27

[cited

2019 Apr 27];360(6387):444-8. Available from:
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http://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.aas8836 (69)

7.2. Preparacion de las muestras

Se inactivaron las muestras de orina mediante la adicion de TCEP y
EDTA a unas concentraciones finales de 100mM y 1mM, respectivamente.
Se utilizaron dos protocolos: 1. Etapa de inactivacion a 95°C durante 10
minutos o la inactivacion en dos pasos a 50°C durante 20 minutos, seguido
de 95°C durante 5 minutos. Estas inactivaciones se realizaron utilizando un

termociclador o un bloque de calor seco (70).

La inactivacion de RNasas de ZIKV en sangre, suero y las muestras
de saliva total se realizO mediante la adicion de TCEP/ EDTA a unas
concentraciones finales de 100mM y 1mM, respectivamente. Se realizé una
inactivacion en 2 pasos a 50°C durante 5 minutos, seguido de 64°C durante
5 minutos para sangre o saliva, o 50°C durante 20 minutos, seguido de
95°C durante 5 minutos para orina (70).

La inactivacion de RNasas de DENV en sangre, suero y muestras de
saliva se realizO mediante la adicibon de TCEP/EDTA a unas
concentraciones finales de 100 mM y 1mM, respectivamente. Se realiz6 una
inactivacion en dos pasos. Uno a 42°C durante 20 minutos, seguido de
64°C durante 5 minutos. Las inactivaciones se realizaron utilizando un
termociclador. (70).

La parte mas dificil para ejecutar una reaccion basada en Casl3a es
purificar la proteina Casl13, la cual debe expresarse y purificarse de forma
recombinante (30) Para la purificacion de la proteina Cas13 acudieron a la
casa comercial Genscript.

Para mejorar la deteccion y reducir la probabilidad de lectura falsa
positiva, se combin6 Csm6 con la deteccion de Casl13 en flujo lateral (65)
(Figura 10). La proteina Csm6 asociada con CRISPR funciona como una

RNasa independiente que degrada los transcritos de ARN invasores, esta
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proteina requiere de un segundo ARN mensajero generando un complejo

de interferencia de tipo Il (65).

L
DENV AR 20 minute detection without RPA
target ~— ‘g
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Figura 9:Adaptacion de SHERLOCK para deteccion de flujo lateral. K) Esquema de
lectura de flujo lateral de deteccién de LwaCasl3a mejorada con EiCsm6 de ssRNA de
DENV. L) Deteccion de flujo lateral mejorada de EiCsm6 de ARN de DENV sintético en
combinacién con LwaCasl3a sin preamplificacion por RPA. Cuantificacion de la
intensidad de la banda.

Tomada de: Gootenberg JS, Abudayyeh OO, Kellner MJ, Joung J, Collins JJ, Zhang F. Multiplexed
and portable nucleic acid detection platform with Casl3, Casl2a, and Csm6. Science (80- )
[Internet]. 2018 Apr 27 [cited 2019 Apr 27];360(6387):439-44. Available from:
http://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.aaq017 (70).

EL objetivo de SHERLOCKv2 fue disefiar una lectura visual de la
actividad que no requiere instrumentos adicionales. Primero se us6 un
reportero de RNasa colorimétrico basado en la degradacion de
conglomerados nanoparticulas de oro, pero para lograr esta lectura se
requeria de una actividad de RNasa mas alta que la generada por Casl3
(65).

Posteriormente se realizé la deteccidn en tiras de flujo lateral basada
en la destruccion de un reportero de FAM-RNA-biotina (65). Utilizando un
oligonucledtido de sonda personalizada. ElI abundante ARN guia acumula
conjugados de nanoparticulas de anticuerpo anti-FAM en la primera linea
de la tira, evitando la union de los conjugados de anticuerpo y oro a la
proteina. En la segunda linea la escision de la informacion reduciria la

acumulacién en la primera linea y daria como resultado una sefial en la
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segunda linea (60). Las reacciones de deteccion Cas13 se diluyeron 1:5 en
Hybridetect a continuacion se insertaron las tiras y se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se retiraron las tiras y se

fotografiaron usando una camara de celular (78).
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Figura 10: Adaptacién de SHERLOCK para deteccion de flujo lateral. A) Esquema de
deteccion de flujo lateral con SHERLOCK. B) Deteccién de ARNss de ZIKV sintético
utilizando SHERLOCK de flujo lateral con 1 hora de reaccion LwaCasl3a. C)
Cuantificacién de la intensidad de la banda a partir de la deteccion en (B)

Tomado de: Gootenberg JS, Abudayyeh OO, Kellner MJ, Joung J, Collins JJ, Zhang F. Multiplexed
and portable nucleic acid detection platform with Casl13, Casl2a, and Csm6. Science (80- )
[Internet]. 2018 Apr 27 [cited 2019 Apr 27];360(6387):439-44. Available from:
http://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.aaq017 (70).
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Figura 11 Deteccion del virus de ZIKA dilucidn en orina, lectura en tiras de flujo lateral. La banda
superior es la prueba y la banda inferior es el control. Una banda débil es visible en 10 copias por
microlitro tanto en diluciones por PBS como en orina, una hora post deteccion.

Tomada de: Myhrvold C, Freije CA, Gootenberg JS, Abudayyeh OO, Metsky HC, Durbin AF, et al.
Field-deployable viral diagnostics using CRISPR-Cas13. Science (80- ) [Internet]. 2018 Apr 27
[cited 2019 Apr 27];360(6387):444-8. Available from:
http://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.aas8836 (69)
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Figura 12: Deteccién en tiras de flujo lateral de DENV a partir de muestras tratadas con tris(2-
carboxietil) clorhidrato de fosfina (TCEP)- EDTA antes de ser calentadas.

Tomada de: Myhrvold C, Freije CA, Gootenberg JS, Abudayyeh OO, Metsky HC, Durbin AF, et al.
Field-deployable viral diagnostics using CRISPR-Cas13. Science (80- ) [Internet]. 2018 Apr 27
[cited 2019 Apr 27];360(6387):444-8. Available from:
http://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.aas8836 (69)
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El ensayo de ZIKV SHERLOCK se evalué el rendimiento en 40 ADNc
derivados de muestras recogidas durante la pandemia de ZIKV en 2015 y 2016,
37 de las cuales correspondian a pacientes con sospecha de infeccion por ZIKV y
3 de piscinas de mosquitos. Se realizé un estudio comparativo con 16 muestras de
estos pacientes, frente a la prueba de amplificacion de &cido nucleico Altona
Realstar ZIKV. De las cuales 10 muestras positivas con la prueba de Altona fueron
detectadas por SHERLOCK lo que se traduce en un 100% de sensibilidad; las
otras 6 muestras fueron negativas para los dos ensayos, lo cual corresponde a un
100% de especificidad y 100% de concordancia. Posteriormente se evaluo la
capacidad de SHERLOCK para detectar DENV, un flavivirus que causa sintomas
similares a los de ZIKV; las 24 muestras positivas por RT-PCR para ARN de
DENV fueron confirmadas después de 1 hora. SHERLOCK detecta acidos
nucleicos virales sensible y especificamente de muestras de pacientes con ZIKV y
DENV (77).

Debido a que los flavivirus causan sintomas similares han desarrollado
paneles multivirus se puede utilizar para diferenciar especies virales y serotipos;
(77). Se utilizaron ZIKV, Virus del Nilo Occidental, DENV vy el Virus de la fiebre
amarilla (VFA) (77).

7.3. DETECTR

DETECTR (DNA endonucleasa targeted CRISPR trans reporter)
creado en un laboratorio del instituto médico Howard Hughes, es un nuevo
método que combina capacidades de CRISPR para detectar dos tipos de
VPH en muestras humanas. Haciendo uso de la enzima Casl2a que no
solo corta la cadena de ADN que ata, sino que corta otro ADN también, los
investigadores describen que bajo ciertas circunstancias, la enzima se
convierte en una maquina de “trituracion” de ADN que corta cualquier ADN
monocatenario cercano , para que comience esta accion, Casl2a tiene que
cortar un ADN preciso, el cual se puede programar agregando una molécula
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guia que podria ser ARN facilmente reprogramable segun el fragmento de

ADN que se quiera detectar (29).

Ya cuando Casl2a se bloquea y corta el objetivo, comienza a
“triturar” todo el ADN monocatenario que encuentre a su paso. Para darle
utilidad al sistema se necesita encontrar una forma de visualizar cuando
Casl2a comience ese caos molecular, que indicaria que Casl2a encontrd
su objetivo, para identificar esa accion los investigadores usaron una
molécula brillante, unida por una sola cadena de ADN a una molécula
supresora que previene el brillo. Cuando casl2 se convierte, activa su
funcion de corte; cortaria la cadena de ADN gue une a estas dos moléculas,
esto elimina el supresor y deja que brille la molécula sefalizadora, para ser
detectada (29).

8. Estudios realizados aplicando la herramienta de diagnostico DETECTR

El virus del papiloma Humano es causante de una enfermedad de
transmision sexual, una enfermedad dificil de curar que se manifiesta por medio
de verrugas que surgen en la regién genital después del contacto intimo con un
individuo infectado.

Algunas personas con VPH se curan solo si hay una remision espontanea
del virus. Lo cual puede ocurrir en un lapso de 4 semanas y 2 afios (29).

Segun la OMS el VPH es el agente causal del cancer de cuello uterino, el
cual ocupa el cuarto lugar entre los tipos mas comunes de cancer que afectan a
mujeres, con alrededor de 266.000 muertes y 528.000 nuevos casos para el 2012,
que dieron lugar en regiones menos desarrolladas (29).

Aungue la mayoria de las infecciones son asintomaticas, la infeccién genital
por VPH que persiste puede causar cancer de cuello uterino en mujeres. Casi el
99% de los casos de cancer de cuello uterino estan vinculados con la infeccion

genital por VPH, que puede causar otro tipo de cancer como el anogenital,
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canceres de la cabeza y del cuello y verrugas genitales tanto en hombres como en
mujeres (29).

Segun estudios epidemioldgicos realizados por el ministerio de salud con
mas prevalentes a nivel mundial, demostraron que los tipos de VPH pueden
dividirse en dos grupos segun su potencial oncogénico:

— VPH de bajo riesgo: tipo 6, 11, 40, 42, 43, 44 y 61 responsables de lesiones
benignas como condilomas- verrugas genitales y neoplasias intraepiteliales
de bajo grado, las cuales presentan un riesgo minimo de que estas lesiones
progresan a lesiones de alto riesgo (55,79).

— VPH de alto riesgo: tipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 58, 68, 73
y 82 que al presentarse infecciones recurrentes pueden conducir al cancer.
Los dos tipos comunmente asociado a Cancer Cervicouterino son los tipos
16y 18 (55,79).

Actualmente para el diagnostico de VPH se realizan las siguientes pruebas:

— Examen Macroscoépico o fisico: alli se realiza una observacién directa de las
verrugas genital, para lo cual se puede usar acido acético que tifie de
blanco las lesiones, también se puede observar mediante colposcopia del
cuello uterino y vagina previamente tefiida con yodo o acido acético (56).

— Examen microscépico: observacion de células sospechosas con cambios
coilociticos en citologias de cuello uterino en mujeres, usando la tincion de
Papanicolaou. Se pueden tomar biopsias de lesiones sospechosas y de
verrugas genitales para ser analizadas (56).

— Deteccion directa del material genético del virus: por técnica de biologia
molecular PCR para amplificar el ADN del virus y permitir la identificacién

de los diferentes serotipos (56).

El grupo de investigadores puso a prueba el sistema DETECTR dirigido por
el Dr. Joel Palefsky y su equipo de trabajo de la universidad de california,
buscaron sefiales de ADN de dos tipo de VPH causantes de cancer como lo son el

tipo 16 y el tipo 18, para ello obtuvieron 25 muestras de ADN tomadas de
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personas sin la infeccion por VPH, para VPH tipo 16 DETECTR hizo el
procedimiento correctamente en las 25 muestras, para VPH tipo 18 DETECTR lo
hizo correctamente con 23 de 25 muestras, en los que dio sefiales débiles que
segun Doudna se puede mejorar con disefios especiales de ARN guia (29).

Si comparamos los métodos actuales para detectar una infeccion por VPH,
DETECTR es mas simple, mas rapido y no requiere equipos especializados, lo
que seria de gran utilidad para clinicas o centro de salud con recursos limitados,
lugares de dificil acceso e incluso en casos donde haya déficit en los servicios
publicos. DETECTR no depende de ningun servicio publico o herramientas para
llevar a cabo su aplicacién (29).

De acuerdo con la OMS en Estados Unidos més de 4000 mujeres mueren
de cancer de cuello uterino anualmente y HPV tipo 16 y tipo 18 son causantes del

70% de los casos de cancer de cuello uterino y lesiones precancerosas (79).

DETECTR que puede identificar la presencia del VPH en muestras clinicas
e incluso en pequeiias cantidades de ADN, demostrando asi que esta plataforma
tiene una sensibilidad del 100%, es una técnica rapida, especifica tanto para
VPH16 y VP18 (23). En un estudio se logré probar que en un tubo que contenia
ADN de células humanas infectadas, detectdé VPH tipo 16 con una precisién del
100% y VPH tipo 18 con 92% de precision, siendo estos los dos tipos de VPH mas

peligrosos, responsables de causar cancer en hombre y mujeres (29).

DETECTR podria aplicarse a otros tipos de infecciones virales o
bacterianas e incluso a marcadores de cancer, anomalias cromosOmicas u otras
sefales genéticas (29).

El sistema DETECTR puede analizar células, sangre, saliva, orina y heces
para detectar mutaciones genéticas, resistencia al cancer y antibidticos, asi como
diagnosticar infecciones tanto bacterianas como virales (29).

DETECTR cuesta menos de un ddlar y demora aproximadamente una hora.
Por lo que ahora su equipo de investigacién busca desarrollar un hardware

adecuado que permita a las personas leer facilmente la sefial fluorescente, a su
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vez se busca probar que el sistema funciona no solo en sangre sino también en

saliva, orina y otro tipo de muestras humanas (29).

Los dos sistemas requieren alin mas investigaciones, deben asegurarse de
gue sean altamente precisos para ser usado en pacientes de forma in vitro, pero
estas pruebas tienen un potencial tan alto que pueden tener un gran impacto para

la salud humana y por ende para la sociedad (29).

9. IMPLICACIONES PARA COLOMBIA Y LA BACTERIOLOGIA

La deteccién precoz de enfermedades por medio de una prueba diagnéstica
persigue la identificacion presuntiva de la enfermedad, deficiencia o rasgo
desconocido en una persona durante el periodo asintomatico o subclinico de la
enfermedad. Se han incorporado a la asistencia médica, la prevencién de las
enfermedades cronicas a través de la de la deteccibn precoz en personas
asintomaticas, con el deseo de intervenir médicamente en estadios en los que
anteriormente no eran reconocidas las enfermedades, deficiencias o los estados
de riesgo de enfermar. Es la prevencion secundaria de las enfermedades, por
medio de la realizacion de pruebas diagndésticas en personas aparentemente
sanas, que darian el mismo rendimiento en el diagnéstico de personas con alguna
patologia (80).

En Colombia se evidencia la gran magnitud e importancia que hay que
darles a las principales enfermedades transmitidas por vectores, siendo este un
problema prioritario de salud publica en zonas tanto rural como urbanas. Desde el
punto de vista epidemioldgico, esta enfermedades presentan un comportamiento
edemoepidémiologico persistente y focalizado, aunque con una amplia dispersiéon
y patrones variables de intensidad de la transmision en las areas endémicas del
territorio nacional (81). Las areas tropicales y subtropicales son aquellas que
presentan mas numero de casos de personas infectadas. Asi como el aumento en
los niveles de lluvia, cambios climaticos, entre otros (82). En cuanto a Dengue
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estos son algunos de los Departamentos que presentan mayor numero de casos
(Norte de Santander, Magdalena, Tolima, Cesar, Antioquia, Meta, Huila, Cordoba,
Putumayo, entre otros) (83). Para Fiebre amarilla, aunque los Ultimos casos
reportados no son dentro del territorio nacional, los departamentos donde se
reportaron aproximadamente 2.5 casos anuales para la década de los 90's fue en
(Meta, Vichada, Guaviare, Amazonas, Caqueta) (74).

En zonas urbanas del pais situado a menos de 2200 msnm, las
enfermedades endemo-epidémico transmitidas por Aedes aegypti como Dengue y
las emergentes como Chikungunya y Zika presentan gran riesgo para el rededor
de 28°344.991 personas (73).

Aunque en las zonas rurales de Colombia las enfermedades que
predominan son las parasitarias, existe un algo riesgo de adquirir enfermedades
transmitidas por vectores.

En cuanto a la economia en Colombia, se veria beneficiada en gran
proporcion por el ahorro generado al no tener que asumir los gastos comprando
equipos especializados, reactivos, mantenimiento de los mismo, insumos basicos
para el montaje de la muestra en el equipo, capacitacién del personal para el uso
del equipo, entre otros.

En Colombia existen laboratorios con distintos grados de complejidad como
lo son el tipo I, 1l 'y 11l nivel.

a) Laboratorio clinico de bajo grado de complejidad: Es aquel que
cuenta con recursos humanos, infraestructura fisica y la tecnologia requerida que
le permita realizar por lo menos las pruebas béasicas en el laboratorio apoyando el
diagnéstico de los problemas de salud en su area de influencia, pudiéndose valer
de los sistemas de referencia y contrarreferencia (84).

b) Laboratorio clinico de mediano grado de complejidad: Es aquel que
cuenta con recursos humanos, la tecnologia e infraestructura fisica que le permite
realizar por lo menos los exdmenes debajo y medio grado de complejidad dirigidos
a apoyar el diagnéstico de los problemas de salud de su area de influencia,

pudiéndose valer de los sistemas de referencia y contrarreferencia (76).
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c) Laboratorio clinico de alto grado de complejidad: Es el laboratorio
clinico de mayor complejidad que cuenta con los recurso humano especializado,
tecnologia avanzada e infraestructura fisica requerida para realizar de baja,
mediana y alta complejidad dirigidos a apoyar el diagnéstico de los problemas de
salud en su area de influencia, apoyando del sistema de referencia y
contrarreferencia. (76).

Todos los laboratorios deben estar en capacidad de apoyar la vigilancia
epidemioldgica de la poblacion en su area de influencia.

Debido a que no todos los centros de salud cuentan con los recursos
necesarios para realizar pruebas confirmatorias es necesario implementar pruebas
rapidas, especificas, que no requieren equipos especializados, de bajo costo, que
permitan diagndstico de enfermedades virales en el menor tiempo posible. Para
cumplir este propédsito la implementacion de pruebas de diagnostico de
enfermedades virales como es el caso de SHERLOCKv2 basado en el sistema
CRISPR-Casl3a daria a los servicios de salud la capacidad brindar tratamiento
oportuno a pacientes enfermos, evitando que el agente causal genere un dafio
sistémico, deterioro del estado general del paciente, reflejando una disminucién en
las tasas de mortalidad en Colombia.

En cuanto al ambito de la Bacteriologia y el laboratorio clinico la importancia
de implementar esta nueva tecnologia radica en el papel fundamental que cumple
el diagnostico en el laboratorio clinico como herramienta de apoyo para que el
médico pueda tomar la conducta adecuada frente al tratamiento del paciente.

Un proceso analitico en el laboratorio comprende tres fases; La fase
preanalitica, que incluye todos los procesos desde la solicitud del analisis por el
parte médico, hasta el procesamiento de la muestra. La fase analitica, que abarca
todos los procedimientos relacionados directamente con el procesamiento de la
muestra y La fase post analitica, que se fundamenta en la validacion de
resultados, elaboraciéon y emisién del informe por parte del laboratorio (85).

Podriamos resaltar que, aunque la fase preanalitica requiere que las
muestras sean tomadas en las condiciones adecuadas segun la normatividad,

como la preparacion del paciente, la obtencion de muestras e identificacion de
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especimenes, se recomienda el uso de materiales e instrumentos de calidad, con
un adecuado transporte y almacenamiento de las muestras. En la fase analitica
exige el uso de tecnologias que permitan emitir un resultado confiable y oportuno
(77).

En cuanto al uso de la tecnologia CRISPR-Cas para el diagnostico de
enfermedades virales, se resalta la capacidad que tendria un laboratorio de
cualquier nivel en Colombia a brindar un resultado diagndstico reemplazando
equipos especializados de costo elevado para lo que abarca el procesamiento de
la muestra, tiempos prolongados para emitir un resultado, dicho lo anterior, el
paciente tendria un tratamiento acorde a su patologia en el menor tiempo posible,
evitando comprometer los 6rganos del paciente, por ende su estado de salud y su
vida (65)

Esta seria una herramienta de gran utilidad para poder procesar gran
cantidad de muestras en poco tiempo, reduciendo el tiempo de emisién de un

resultado y agilizando la atencién en los servicios de salud.

10. METODOLOGIA

10.1. Tipo de investigacién

La presente investigacion es de tipo documental, que corresponde a
un estudio descriptivo en la se realizé una clasificacion de la informacion
recopilada a partir de articulos cientificos, libros y diferentes
investigaciones. Se tomaron estudios realizados por investigadores en el
tema como referencia para la extraccion de puntos clave que permitan el
desarrollo asertivo y a profundidad sobre el tema, adicionalmente es de tipo
cualitativo, pues se enumeran las caracteristicas, fracciones, tipos y
métodos que la herramienta CRISPR podria facilitar para un diagnostico

rapido y sencillo de enfermedades, de manera que al revisar este articulo,
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el lector pueda hacerse a la idea de la infinidad de aportes que traera para
mejorar la calidad de vida de los seres vivos a partir del diagndstico de
enfermedades.

10.1.1 Busqueda

e Periodo de tiempo: Esta revision bibliogréafica se realizd6 entre
octubre de 2017 y mayo de 2019

e Términos de busqueda: CRISPR-Cas, Ediciébn génica, nucleasas
de dedos se Zinc, nucleasas TALENS, diagnostico de enfermedades
virales usando CRISPR-Cas, Casl2a, Casl3, SHERLOCK,
DETECTR, HUDSON, SHERLOCKVZ, Historiaa  CRISPR,
Aplicaciones CRISPR, Funcionamiento sistema CRISPR, técnicas de

diagndstico de enfermedades virales

e Bases de datos: Pubmed, Scielo.

10.2. Recopilacién de la informacién

10.2.1. Revisiéon de articulos

Para el desarrollo de este articulo de revisién bibliografica se
tomaron articulos de revistas como Science, Genética Médica,
Dciencia, Scielo, Scicats, Medium, The Verge, Science Dalily,
Reportes de la OMS, Guias de la secretaria de salud en Colombia,
Articulos de universidades como Universidad Politecnica de Valencia,
Universidad de la Coruiia, Universidad de Cantabria, Proyectos como
World mosquito program, Publicados desde 1987 en adelante con
datos relevantes sobre la herramienta CRISPR como herramienta

para diagnéstico de enfermedades virales.

10.3. Criterios de inclusion
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— Atrticulos cientificos e investigaciones que incluyan los métodos usados
anteriormente para edicion génica, basados en las herramientas Dedos
de Zincy TALENs

— Atrticulos cientificos e investigaciones que aborden el sistema CRISPR-

cas desde su descubrimiento en 1987 hasta la fecha.

— Atrticulos cientificos e investigaciones que aborden enfermedades virales
de importancia en salud publica en Colombia como Dengue, Fiebre

Amarilla, Zika, VPH y los problemas con el diagnostico de estas.

10.4 Criterios de exclusién
- Articulos cientificos e investigaciones que aborden la edicion génica desde

el aspecto Etico y moral y no su fundamentacion y aplicaciones.

—  Articulos que aborden otras enfermedades virales que no sean las

anteriormente mencionadas.

11. RESULTADOS

Se revisaron un total 105 de documentos, de los cuales 84 cumplian con los
requisitos de inclusion y exclusibn propuestos en la metodologia, estos
documentos corresponden a articulos cientificos que enmarcan las investigaciones
realizadas en paises como Estados Unidos, Espafia, Mexico, Japon, entre otros,
de los cuales 57 se extrajeron en idiomas inglés y 27 en idioma espafiol. Los
articulos cientificos fueron extraidos de las bases de datos PubMed y Scielo.
Adicionalmente fue posible recopilar informacién procedente de tesis y proyectos
de grado de estudiantes de la Universidad de Cantabria, Universidad de corufia.
Todos estos articulos cientificos y demas documentos revisados contienen datos
gue hacen alusion a las herramientas usadas para edicion génica desde antes del

descubrimiento del sistema CRISPR-Cas y su variedad de aplicaciones en el
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campo de la salud, la agricultura y la industria. A continuacién, se describen los

resultados obtenidos de esta revision.

Idioma de publicacion de los
documentos consultados

M Ingles
M Espariol

Figura 13. Idioma de publicacion de los documentos consultados

Bases de datos consultadas

Figura 14 Bases de datos consultadas
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Ml Science

B Ministerio de salud
M Dciencia

& Mayo Clinic

M Efesalud

B Nature

M Zhang Lab.

B Medigraph

M El universal

M Revista de investigacion
M Trabajos de grado



Eje central de investigacion

B CRISPR- Cas en la edicion genética
n CRISPR-Cas en el diagnostico de
enfermedades virales

Figura 15 eje central de investigaciéon
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12. RESULTADOS MAS RELEVANTES DE LOS ARTICULOS REVISADOS

En 1987 Ishino describe unas secuencias repetidas a lo largo del genoma de
E.coli a cierta distancia una de la otra(5), separadas por secuencias de ADN
anicas, este hallazgo junto con el realizado por F. Mojica en un estudio realizado
en las salinas de Alicante en Espafa, dieron partida a estudiar esta familia de
repeticiones que F. Mojica denominarian para el afio 2000 secuencias CRISPR(6).
Para el 2002 Jansen reporta la identificacion de los genes Cas quienes se
encargan de sintetizar las proteinas asociadas al sistema (cas)(7). En el afio 2005
F. Mojica al estudiar estas secuencias unidas de ADN que intercalaban las
secuencias CRISPR descubre que estas son de origen viral(24), debido a que la
bacteria al ser infectada por un virus, toma copia de su material genético e integra
una fraccion del mismo en su material genético, denominando asi al sistema
CRISPR-Cas un sistema de inmunidad adaptativa de las bacterias que se
transmitia de generacibn en generacion(22). A partir del 2012 se inician
investigaciones de las aplicaciones del sistema desde la edicién génica(17) hasta

el diagnostico de enfermedades virales(65).

12.1 EDICION GENICA

Existen herramientas de edicién génica, tales como las Nucleasas de dedos
de Zinc (ZFN), las Nucleasas de tipo activadores de la transcripcion (TALENS) y
las nucleasas de secuencias palindromicas repetidas inversas (CRISPRS-Cas),
que permiten el corte de ambas cadenas de ADN en secuencias especificas y
Unicas del genoma, seguido de procesos de reparacién por recombinacion
homologa o no homdéloga. La dificultad mas importante de las dos primeras
herramientas es que requiere el uso de enzimas fabricadas, que no solo es de alto
grado de dificultad, sino que también implica un alto costo y tiempo para lograr

dicho propasito.
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Se han realizado gran variedad de estudios usando el sistema CRISPR-Cas9 para
edicion genética que demuestran el amplio rango de aplicabilidad de esta

herramienta en &reas como la Salud, la agricultura y la industria.

12.2. Diagnostico de enfermedades virales

Los investigadores Jennifer Doudna y Emanuelle Charpentier, Feng Zhang,
estudian las protienas Casl2a y Casl3 respectivamente, siendo estas
endonucleasas con preferencia de corte de ADN (Casl2a) y ARN (Casl13). Para
determinar sus funciones, utilidades, una de estas el diagnéstico de enfermedades
virales. Crean dos plataformas en las que actualmente se sigue estudiando,
DETECTR y SHERLOCK.

Las técnicas de amplificacién isotérmica a una temperatura constante y baja
reemplazan los métodos estandar de Reaccion en cadena de la polimerasa
permitiendo herramientas de diagndstico portatiles que se pueden implementar en
condiciones de campo donde los laboratorios no cuenten con equipos

especializados.(41)

El estudio realizado en 2018 por el grupo de investigacion de Chen JS y
colaboradores demuestra la capacidad de Casl2a de escindir en una cadena
sencilla de ADN mediante la tecnologia DETECTR que acopla la amplificacion
isotérmica con un ARN guia marcado con la proteina Casl2a, este hallazgo
permitié la deteccidn precisa de dos genotipos distinto del virus del papiloma

humano en muestras de pacientes (63).

CRISPR es una herramienta viable para su uso en el diagnéstico de
enfermedades virales. La investigacion adicional de la endonucleasa Casl3a ha
facilitado mejoras sustanciales a SHERLOCK al combinar la tecnologia
SHERLOCK y HUDSON dio lugar a la version SHERLOCKv2 que usando la

proteina Casl3a permite la deteccibn de &cidos nucleicos especificos
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directamente en las muestras de los pacientes sin la necesidad de equipos

especializados para su procesamiento.

SHERLOCKvV2 puede usar simultaneamente varios ARNguia, cada uno de ellos
programado a generar un corte en secuencias especificas dentro del genoma con
el objetivo de detectar multiples secuencias de ARN y ADN dentro de una sola

muestra (67).

HUDSON es un método que permita lisas las particulas virales e inactiva los
niveles de ribonucleasas presentes en los fluidos por medio del uso de calor y

reacciones quimicas.

En el estudio realizado por el equipo de Myhrvold C, tomaron muestras de Sangre,
suero, orina, las cuales se les agregd TCEP/EDTA con el fin de inactivar las
RNasas de ZIKV, DENV y luego se expusieron al método HUDSON vy tras varios
intentos lograron una lectura visual usando una molécula reportera a base de
FAM-RNA-biotina, donde 5 minutos mas tarde se evidencio la reaccion en tiras de
flujo lateral.

Al realizar estudios comparativos para determinar el rendimiento de SHERLOCK
frente a pruebas de amplificacion de acidos nucleicos como Altona Realstar,
demuestran que SHERLOCK proporciona un 100% de sensibilidad,100% de

especificidad y 100% de concordancia.

Al combinar Csm6 con la deteccién de Casl3 en tiras flujo lateral demuestra una

disminucion en el tiempo de lectura de 1 hora a 20 minutos.

SHERLOCK puede usarse para diferenciar entre varias cepas de un mismo virus.
Desarrollaron paneles multivirus para diferenciar especies virales y serotipos
utilizando ZIKV, Virus del Nilo Occidental, DENV vy el Virus de la fiebre amarilla
(67).

Si se compran las pruebas de diagnadstico virales que se utilizan actualmente con
las herramientas de diagnostico viral que usa el sistema CRISPR-Cas; se

observan porcentajes considerables de sensibilidad y especificidad para los dos
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casos, por otro lado, las pruebas convencionales presentan grandes desventajas
en cuanto a costos, maquinaria, capacitacion del personal, son dependientes de
las casas comerciales. Punto a favor para el sistema CRISPR-Cas debido a que
se mitigan al maximo estas debilidades o desventajas, permitiendo de esta
manera que estas pruebas puedan ser implementadas en laboratorio de I, 11, lll y
IV nivel, llegando a los lugares mas remotos. Todo esto da la posibilidad a la
poblacion de tener un diagnostico oportuno, en corto tiempo, agilizando la
atencion, tratamiento y que a fondo no se veria beneficiada Unicamente la
poblacidn, si no la economia puesto que se disminuyen costos de hospitalizacion,
alimentacion, entre otros recursos que pueden ser utilizados para atender a mas

personas en menos tiempo.

13. DISCUSION

En los articulos cientificos revisados y analizados, se evalué el uso del sistema
CRISPR-Cas para el diagnostico de infecciones de caracter viral, pruebas
especificas para la deteccibn de virus que actualmente no se encuentran

implementadas en los servicios de salud en Colombia.

Actualmente las técnicas usadas para el diagnéstico de enfermedades
virales son procedimientos costosos, requieren de equipos especializados que no
todos los centros de salud cuentan con ellos, asi como presentan demoras para
revelar un resultado, con baja especificidad y/o que requiere de un periodo de
incubacion del virus prolongado para ser detectadas o se hacen con pruebas
adyacentes que determinan los dafios sistémicos del patégeno en el organismo
del individuo, lo que implica que el microorganismo haya ingresado al organismo
con el tiempo suficiente para causar dafio. Las consecuencias de un diagndstico
inoportuno podrian terminar en complicaciones dejan a su paso secuelas
importantes, dafiando la calidad de vida de las personas y aun mas importante

aguellas enfermedades que pueden terminar en la muerte del paciente.
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Desde el 2012 se adelantan investigaciones sobre nuevas técnicas para el
diagnostico de enfermedades virales, en corto tiempo, a bajo costo, con alta
especificidad y sensibilidad, y que sean de facil accesibilidad. Es alli donde juega
un papel importante una herramienta descubierta desde 1987 que lleva grandes
avances hasta el momento, sobre sus diferentes aplicaciones, una de estas es la
posibilidad de usar el Sistema CRISPR para el diagnostico de estas enfermedades

virales.

CRISPR es una herramienta que promete mejorar la calidad de vida de los
seres Vvivos, revirtiendo problemas genéticos, mejorando el sistema de respuesta
de las células contra invasiones por otros microorganismos, entre muchas otras
aplicaciones.

Es decir, lo que se pretende es dar a conocer hasta dénde han llegado las
investigaciones realizadas hasta la sobre CRISPR en cuanto a su uso como
herramienta diagnostica, asi como, lo prometedor que puede ser esta herramienta
para la vida y los aportes que puede llegar a hacer para la rama de la salud, no

solo humana sino también animal y vegetal.

SHERLOCK una de las herramientas en estudio demuestra ser un método
sensible y especifico para la deteccidbn de &acido nucleico, al ser usado en
diferentes estudios de investigacion para la deteccién de ZIKV y DENV son prueba
clave de la sensibilidad de SHERLOCK, puesto que estos virus son dificiles de

detectar en pacientes con bajos titulos virales o degradacion de la muestra.

Actualmente se ha disefiado HUDSON una plataforma que combinada con
SHERLOCK permite la deteccion sensible del acido nucleico viral a partir de una
muestra de sangre total, orina, saliva, suero con un tiempo de respuesta menor de

2 horas de lectura fluorescente y colorimétrica.

El uso conjugado de Casl13a con Csm6 permite reducir el tiempo de respuesta de

una prueba que era anteriormente de 1 hora a solo 20 minutos, acercandose al
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objetivo de ser SHERLOCKv2 una prueba rapida para el diagnéstico de

enfermedades virales.

Existen estudios recientes que evidencian la capacidad del sistema para identificar
en paneles mdltiples los serotipos o multivirus que determinan la diversidad de
secuencias de ARN del virus que estan relacionadas lo que conlleva al disefio de
una prueba capaz de identificar el virus o el serotipo del virus presente en el
organismo de un paciente sin necesidad de hacer diagndsticos diferenciales, de
manera que el tratamiento seria brindado al paciente de oportunamente,

reduciendo tasas de mortalidad y secuelas irreversibles

En comparacion con las técnicas convencionales que se emplean para el
diagnostico de enfermedades de tipo NAATS, NGS e inmunoensayos.
SHERLOCKvV2 No requiere equipos costosos, no presenta interferencias por su
alta eficiencia, no requiere de un tiempo de ejecucion prolongado, ni habilidades

bioinforméticas para el andlisis de datos.

Las fortalezas del sistema se basan en su capacidad para detectar la presencia de
secuencias del genoma del virus de interés con una pequefa cantidad de muestra,
asi como la posibilidad de detectar la presencia de varios virus en un mismo
paciente, esclareciendo el agente invasor como recurso que brinda al médico la
informacién oportuna para que tome la conducta adecuada en menos tiempo que

con otras pruebas.

De las limitaciones que presenta el uso del sistema con mas relevancia, se
encuentra que las proteinas Cas deben ser purificadas de sus precursores, por
ende, requiere de procesos previos, generando un aumento en el costo de la

prueba final. (7)
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14. CONCLUSIONES

La trayectoria del sistema desde su descripcion inicial en 1987 por el grupo de
investigacion liderado por Ishino, hasta los resultados de investigaciones
publicados en el primer semestre del 2019 dan claridad a que es el sistema, como
se conforma, las utilidades que tienen algunas de las proteinas asociadas al
sistema (Cas) y aunque se hacen estudios simultaneamente de las variantes del

sistema, aun queda una infinidad de aplicaciones por descubrir.

Los sistemas CRISPR-Cas han proporcionado herramientas revolucionarias para
la edicion del genoma. El descubrimiento de las proteinas asociadas al sistema
(Cas) con diversas actividades ha permitido herramientas sensibles para la
detecciéon de &cidos nucleicos. Recientemente se aprovechan estas nuevas
tecnologias con potencial para desarrollar herramientas de diagndstico practicas y

de bajo costo para la deteccién de diversos virus.

Las proteinas Cas tienen una preferencia de corte especifica para ARN como lo es
para Casl3a y para ADN Casl2a tras localizar la secuencia homdloga al
ARNguia. La actividad de la proteina Casl13a funciona de manera similar a Cas9
utilizando un ARN guia para codificar la especificidad del objetivo. Tras localizar su
objetivo estas proteinas se enloquecen y empezaban a cortar indiscriminada e
inespecificamente todas las moléculas de ARN que encontraban a su paso, sin
embargo, investigadores como Feng Zhang adaptaron el sistema de manera que
incluyeron moléculas de ARN unidad a fluorocromos que al ser cortadas son
capaces de emitir luz sistema que se denomind SHERLOCK. De manera
independiente en el laboratorio de Jennifer Doudna usan la proteina Casl2a que
en un principio corta ADN de doble cadena guiada por una molécula de ARN
complementaria al gen que se desea editar, pero una vez esta proteina localiza el
gen diana también corta indiscriminadamente cualquier ADN de cadena sencilla
presente en la muestra. Lo que este laboratorio propone es incluir en la muestra a
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analizar moléculas de ADN de cadena sencilla indicadoras, unidad a compuestos
fluorescentes que empiecen a emitir luz una vez la proteina Casl2a haya

realizado algun corte, a esta prueba la denominaron DETECTR.

Ahora si bien las dos propuestas han sido de utilidad para la deteccion de ZIKV,
DENV, VPH y otros virus. El proceso denominado HUDSON o calentamiento de
muestras de diagnostico extraidas para eliminar nucleasas. Consiste en un
tratamiento quimico- térmico rapido usado en las muestras para inactivar ciertas
enzimas de modo que degradaron las dianas genéticas. Posteriormente las
muestras deben analizarse mediante SHERLOCK vy los resultados finales de dicha
deteccion, ya sean negativos o positivos podran evidenciarse en tiras de papel. De
manera que sea facil, rapida y confiable la identificacion acidos nucleicos o
elementos de degradacion de estos en muestras como Sangre total, Suero, Saliva

y Orina.

El estudio de las funciones de las endonucleasas Cas contribuye al objetivo de
convertir CRISPR en un sistema de diagndstico rapido y facil de usar, de manera
que puede ser empleado facilmente en cualquier lugar. Como evidencia de lo
anterior, el uso de Casl3a conjugado con Csm6 para la detecciéon de ZIKV y
DENV demostro la capacidad del sistema para reducir su tiempo de respuesta de

1 hora a 20 minutos por medio de la prueba SHERLOCKV2 en tiras de flujo lateral.

Las mejoras del sistema hacen que cada vez sea mas facil y rapido distinguir entre
multiples especies virales relacionadas tales como Zika, Dengue, Nilo Occidental y
Fiebre amarilla) entre si, lo que es de utlidad cuando los pacientes tienen
sintomatologias generales para determinar si la patologia causada de se debe a

mas de un virus.

Aunque una dificultad que presenta SHERLOCK para ejecutar la reaccion es en si
la necesidad la purificacion de la proteina Casl13a a partir del vector de la proteina
tipicamente LwaCas13a. Dificultad sobre la cual estan trabajando, siendo CRISPR

es un sistema gue muestra avances continuamente.
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La implementacion de las pruebas de diagnéstico viral a partir del sistema
CRISPR en Colombia benefician a la poblacion colombiana en lo que respecta a la
capacidad de cualquier servicio de salud a realizar el diagnostico especifico de la
enfermedad, que, al ser apoyado por la conducta médica, reduciria
sustancialmente las tasas de mortalidad y morbilidad dado que los tratamientos
serian brindados al paciente de manera oportuna, se agilizarian los servicios en
salud, aumentando la capacidad para atender mas personas en menos tiempo y
utilizando los recursos antes usados en gastos de hospitalizacion, alimentacion,

entre otros, para brindar el tratamiento adecuado a cada individuo.

En la misma instancia seria de gran utilidad para el area del laboratorio clinico y
en especial para la Bacteriologia, porque teniendo en cuenta que las pruebas
CRISPR demuestran 100% de sensibilidad, 100% de especificidad y 100% de
concordancia con respecto a otras pruebas con las que se evalud la efectividad
del sistema, los profesionales en el area tendrian la disponibilidad para realizar

mayor numero de pruebas con resultados confiables en menos tiempo.
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