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El sistema CRISPR-Cas y su aplicacion
en las enfermedades infecciosas

Orville Herndndez Ruiz’

Las enfermedades infecciosas siguen siendo una ame-
naza global, y contribuyen con una alta morbilidad,
excesivas tasas de muertes anuales, y con un poten-
cial riesgo latente de generar pandemias que afectan
el equilibrio y la salud de las poblaciones. Una mejor
comprensién de la fisio-patogenia de las infecciones
por bacterias, virus, hongos y parasitos, junto con un
rapido diagnéstico y tratamiento, son esenciales para
disminuir las consecuencias de estas enfermedades.
Recientemente, se descubri6 en los genomas de ot-
ganismos procaridticos (bacterias y arqueas) unos /oc
genémicos denominados CRISPR (sigla en inglés para
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; en
espafiol: repeticiones palindrémicas cortas agrupadas
y regularmente interespaciadas). Estas regiones gene-
ralmente se encuentran asociadas a un grupo de genes
que codifican para proteinas con actividad nucleasa,
Cas. Bl sistema CRISPR-Cas les proporciona a los
procariotas una unidad de almacenamiento de memo-
ria en la que se secuestran secuencias espaciadoras de
acido nucleico derivadas de elementos genéticos in-
vasores como los virus, generando en ellos un meca-
nismo de inmunidad adaptativa. Posteriormente, estas
secuencias son empleadas para guiar las proteinas Cas
que se encargan de la eliminacién dirigida de elemen-
tos genéticos extrafios que ingresan a la célula. A la
fecha se han descrito dos clases de sistemas CRISPR-
Cas, que incluyen seis tipos y subtipos multiples. Los
sistemas de clase 1 CRISPR-Cas incluyen los tipos I,
IIT y IV que utilizan una maquinaria de interferencia
compuesta por multiples proteinas Cas, mientras que
los sistemas de clase 2, incluidos los tipos 11, V y VI
emplean una unica proteina Cas para la interferencia.'
El sistema naturalmente ocurre en tres pasos ba-
sicos: en el primer paso ocurre la adaptacion, donde
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la célula reconoce el elemento genético extrafio, se-
lecciona en su genoma una secuencia especifica de-
nominada PAM (del inglés protospacer adjacent motif) y
la corta para posteriormente integrarla en el cluster
CRISPR presente en la célula procariota; este paso es
generalmente mediado por casl y cas2. En los dife-
rentes sistemas CRISPR-Cas, los PAMs ayudan a re-
conocer el ADN propio diferencidndolo del ADN ex-
trafio, evitando asi la autoinmunidad y la destruccion
de su propia mattiz CRISPR.” El segundo paso es Ia
maduracién del ARN-CRISPR (ARNctr), en el que
la generacién del ARNcr maduro inicia con la trans-
cripcién de pre-ARNcr dentro de la secuencia lider
que precede a la matriz CRISPR y da como resultado
multiples segmentos de repeticién y espaciadores. Es-
tos segmentos se dividen en ctRNAs maduros indi-
viduales que gufan a las proteinas Cas a su objetivo.
Finalmente, el tercer paso es la interferencia; para el
sistema CRISPR-Cas han sido descritos diferentes ti-
pos de maquinarias de interferencia. La maquinaria
clase 1 consta de complejos multiprotéicos asociados
principalmente a defensa antiviral, estos incluyen el
reconocimiento del PAM en dianas extrafias; la unién
del ARNcr al ADN diana es mediada por diversas
protefnas Cas, lo que genera una fragmentacién de
este ADN extrafio. Por su parte, la maquinaria cla-
se 2 emplea la Cas9 como unica nucleasa en lugar de
un complejo de proteinas. Esta maquinaria clase 2 es
ampliamente utilizada en diversas aplicaciones de la
tecnologia CRISPR.

La biotecnologia CRISPR-Cas9 ahora se aplica
ampliamente en multiples disciplinas, incluidas la
ingenierfa del genoma humano, las ciencias médicas,
las enfermedades infecciosas, las ciencias agrarias y
biotecnoldgicas aplicadas al desarrollo y mejoramiento
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de
tecnologia CRISPR se ha aplicado como una estrategia
para inducir en algunos microrganismos procariotas

farmacos, entre otros. Adicionalmente, la

y eucariotas mutaciones genéticas puntuales en
genes blanco, esto con el fin de evaluar su funcién e
importancia en la biologfa de la célula mutada.

APLICACIONES DEL SISTEMA CRISPR-Cas
EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

La edicién de genes usando el sistema CRISPR-Cas9
se ha utilizado para comprender los mecanismos por
los cuales las bacterias, virus, parasitos y hongos (estos
ultimos dificiles de manipular, debido a la baja eficien-
cia de edicién del genoma) inducen enfermedades en
humanos, lo que podria emplearse para guiar la aten-
cién clinica y disefiar racionalmente terapias dirigidas,
ademas del desarrollo de vacunas o fairmacos mucho
mas eficientes.

Esta tecnologfa revolucionaria ha contribuido
a importantes avances en el desarrollo de métodos
diagnésticos rapidos y precisos para enfermedades in-
fecciosas. Adicionalmente, esta metodologia usada en
combinacién con técnicas de amplificacién basadas
en la secuencia del acido nucleico (NASBA) ha pet-
mitido distinguir con precisién cepas del virus Zika;
combinada con mapeo éptico de ADN ha permitido
identificar genes de resistencia a beta-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), carbapemasasas (KPC)
y metalo-lactamasa 1 de Nueva Delhi NDM-1); y
finalmente, CRISPR acoplada con hibridacién 7 situ
fluorescente (FISH) ha logrado detectar Staphylococcus
aurens tesistente a la meticilina (MRSA).*

La plataforma CRISPR ha sido empleada, ademis,
para el desarrollo de plataformas diagnodsticas para en-
fermedades infecciosas. Una de estas plataformas se
denomina “desbloqueo reportero enzimatico especifi-
co de alta sensibilidad” (SHERLOCK), que combina
la amplificacién isotérmica de polimerasa recombina-
sa (RPA) o transcripcién inversa (RT) -RPA con esci-
sién de una proteina Cas. Usando esta plataforma, se
ha logrado establecer diferencias entre cepas del virus
Zika y cepas del virus del dengue; identificar E. co/i y
Psendomonas aernginosa, y distinguir entre los aislamien-
tos de K. pnenmoniae con diferentes genes de resistencia
(KPC y NDM). La caracteristica que hace atractiva a
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esta tecnologia es su capacidad para discriminar cam-
bios de nucleétidos individuales. Existen otras plata-
formas derivadas de CRISPR las cuales son, y muy
probablemente seran, empleadas como herramientas
diagnosticas utiles y oportunas para la identificacién
de microorganismos causantes de enfermedades in-
fecciosas.”

{POR QUE Y EN QUE UsAR sISTEMAS CRISPR-Cas EN EL
ESTUDIO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS?

En el contexto de infecciones bacterianas humanas,
el uso de antibidticos de amplio espectro, a menudo
iniciado empiricamente, ejerce una presion para el de-
sarrollo de microorganismos resistentes, por lo cual
existe un evidente incremento en la resistencia a anti-
biéticos. Considerando el papel del sistema CRISPR-
Cas en las bacterias para prevenir la adquisicién de
elementos genémicos, podria emplearse este mismo
sistema para estudiar cémo hacer que las propias
defensas de las bacterias puedan aplicarse terapéuti-
camente contra ellas. Muchos estudios estin siendo
desarrollados buscando implementar este sistema
para tal fin. Empleando este mismo principio, se ha
propuesto que la tecnologfa CRISPR se pueda utili-
zar para desarrollar antimicrobianos selectivos que
eliminen en bacterias patégenas elementos genéticos
resistentes a los medicamentos y permitan la restaura-
ci6én de la susceptibilidad a los antibiéticos mientras se
mantiene la viabilidad bacteriana, siendo esto ultimo
muy importante, pues permite mantener el microbio-
ta necesario para el hospedero.

Con relacién a las infecciones virales, el sistema
CRISPR se ha utilizado hasta ahora 7 vitro y en mo-
delos animales, para reducir o eliminar las infecciones
virales persistentes que incluyen entre otros los virus
de la hepatitis, del herpes, del papiloma y del VIH;
los resultados obtenidos generan nuevas esperanzas
de curacién para este tipo de enfermedades y otras de
otigen viral.’

La adecuada implementacién de esta tecnologia
permitira aclarar las relaciones hospedero—patégeno
que tienen lugar en el desarrollo y consolidacion de las
enfermedades infecciosas; considerando lo anterior, se
puede asegurar que en la medida que aparezcan nuevos
conocimientos acerca de los principios y aplicaciones
de la tecnologia CRISPR-Cas, la utilidad en la clinica,
la investigacion, la industria y la agricultura, serd cada
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vez mayor. Ademas de lo anterior, y relacionado con
el que hacer en el laboratorio, es de gran utilidad
el desarrollo de pruebas diagndsticas precisas y
portatiles basadas en CRISPR para el diagnéstico
de enfermedades infecciosas. Estas plataformas
requeriran de una apropiada validacién y una cantidad
suficiente de pruebas de campo que garanticen la
sensibilidad, especificidad, oportunidad y precisién
diagnodstica, lo cual redundaria en beneficio de los
pacientes y del sistema de salud.

Sin embargo, la posibilidad de manipular y edi-
tar genomas procariotas y eucariotas en manos poco
éticas, podria convertirse en una amenaza para la hu-
manidad. Hace parte entonces de esta nueva era y de
quienes la habitamos y apreciamos el conocimiento,
generar conciencia y tomar decisiones apropiadas
para que estas herramientas vayan en consonancia
con el progreso, el respeto a la vida y a las poblacio-
nes humanas.
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