AR
11} Facultad de Veterinaria
1542 Universidad Zaragoza

Trabajo Fin de Grado en

Veterinaria

APLICACIONES DE HERRAMIENTAS CRISPR EN COVID-19

CRISPR TOOL APPLICATIONS IN COVID-19

Autor/es

Miguel Corzan Ldpez

Director/es

Pedro Muniesa Lorda

Facultad de Veterinaria

2022




4.

TABLA DE CONTENIDO

RESUIMEN ....eeeeveeeeeseeeeeseeeeesseesesssssssssssssssesssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssessssnssssnns 1
1.1. A B S T R A C T ettt ettt e e e e et s e e e e e e e st e e s e ettt et e e ettt anranaaanaen 2
INTRODUGCCION ....ceeieeeeeeeeeeeessseeeseessssesessssssessssssssssssssssnsssssssssnssssssssssssssssssnessssns 3
2.1. (600 V41 5 K ORI 3
2.2. YN T 60 ) Y ORI 4
JUSTIFICACION Y OBJETIVOS ....veeeeeeeeeeeeeeeeseeseessesessssesssssessssssssssnssssssssssssessssnnes 7
[1V/133 (0] Y0 ] Ko 1] 1- N 8
RESULTADOS Y DISCUSION ...ccecveeeeeeeeeeesseeeeeseeseessesssssssssssssssssssssssssssssssessssnssssnns 9
5.1. DESCUBRIMIENTO DE CRISPR/CAS. ....eeeeeeeeieeeeeeteee e eeeeeetteeeeesssssssaaeseeessssasssseseeeessens 9
5.2. FUNDAMENTOS DE CRISPR/CAS ..ottt eeeeeitete et e e s seesaaeeseeeessssseasesseessseas 10
5.3. CLASIFICACION Y APLICACIONES DE CRISPR/CAS ..ottt 12
5.4. DIAGNOSTICO DE COVID1 . oo eee e e oo e e e e e se e serser e 13
5.5. TERAPIA FRENTE AL COVIDA19 ..ttt ettt e e e s e eaeeaseasneensensnasnsensnasnssnsnnsens 21
CONCLUSIONES ...oeoeeveeeeeereeseeeesssesssssssssssssssssnsssssssssssssssssssessssssssssssssssssesssssens 24
6.1. (000 ]\ O I 10 1P 25
VALORACION PERSONAL.....ccccoveeeerueeeeerseseesseseesssssesssessesssssssssessssssssessssssssnessssns 25
BIBLIOGRAFIA. .. .eeeeeiieeeeeeeeeeeeseeeseesssnessssssssssssssssssessesssssssssesssssessssssssssssssssnsasss 26
ANEXOS.....eeeeeeeeeeeseeeeesseseesssesessssssssssesssssessesssssesssessssssssssssesssssessssssesssssessssnesesnns 32



1. RESUMEN

“APLICACIONES DE HERRAMIENTAS CRISPR EN COVID-19”

Los contratiempos generados en el sector de la salud tras la aparicion de la pandemia del
COVID-19, han impulsado el desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas y terapéuticas
que permitan combatir el SARS-CoV-2 y otros agentes infecciosos responsables de la
produccién de brotes a nivel mundial. Dentro de estos nuevos enfoques destaca la tecnologia
de edicién gendmica CRISPR/CAS, siendo CRISPR el acrénimo de “Repeticiones Palindromicas
Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas”, y CAS como el conjunto de proteinas
ejecutoras de este sistema. Esta herramienta de Ingenieria Genética se ha posicionado como
una alternativa de futuro a los métodos convencionales debido a su sencillez, eficacia y bajo

coste.

Esta tecnologia, originaria de bacterias y arqueas, se ha adaptado para crear pruebas
moleculares que detectan el ARN del virus con una sensibilidad y especificidad similares al
estandar de oro RT-gPCR, mientras sortea las limitaciones que presenta esta ultima como la
necesidad de disponer de equipos caros y sofisticados, o el alto coste y tiempo por reaccién.
Asimismo, también se estd investigando su aplicacién como agente antiviral, siendo este un
campo menos desarrollado pero con un gran potencial frente a los tratamientos y vacunas
convencionales.

No obstante, continuar desarrollando estos sistemas CRISPR/CAS e investigando acerca de la
patogénesis del COVID-19, se ha convertido en un aspecto esencial para afrontar aquellos
desafios que todavia ponen en duda la seguridad y eficacia de estas novedosas plataformas en

el entorno clinico.
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1.1. ABSTRACT

“CRISPR TOOL APPLICATIONS IN COVID-19”

The setbacks generated in the health sector after the emergence of the COVID-19 pandemic
have prompted the development of new diagnostic and therapeutic tools to combat SARS-
CoV-2 and other infectious agents responsible for producing outbreaks worldwide. Among
these new approaches, the CRISPR/CAS genomic editing technology stands out, CRISPR being
the acronym for "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats", and CAS as the
set of proteins executing this system. This genetic engineering tool has positioned itself as a

future alternative to conventional methods due to its simplicity, efficiency and low cost.

This technology, originally from bacteria and archaea, has been adapted to create molecular
tests that detect virus RNA with a sensitivity and specificity similar to the gold standard RT-
gPCR, while circumventing the limitations of the latter, such as the need for expensive and
sophisticated equipment, or the high cost and time per reaction. Furthermore, its application
as an antiviral agent is also being investigated, this being a less developed field but with great

potential compared to conventional treatments and vaccines.

However, further development of these CRISPR/CAS systems and research into the
pathogenesis of COVID-19 has become essential to address the challenges that still cast doubt

on the safety and efficacy of these novel platforms in the clinical setting.
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2. INTRODUCCION

2.1. COVID-19

En diciembre de 2019 empezaron a llegar noticias acerca de un nuevo coronavirus que estaba
causando estragos en China. La ciudad china de Wuhan fue el epicentro de lo que, en unos
meses mas tarde, pasaria a ser una de las pandemias mas relevantes de la historia (Singh et al,
2021). Este coronavirus, denominado en adelante como SARS-CoV-2, ha sido el causante de la
enfermedad por COVID-19 y ha producido, hasta la fecha, mds de 500 millones de casos
confirmados, y mds de 6 millones de muertos en todo el mundo (WHO coronavirus (COVID-19)
dashboard). Estas cifras evidencian el elevado impacto sanitario de una pandemia que ha

supuesto un desafio para los sistemas de salud de todo el mundo.

En el comienzo de la pandemia los centros de salud y hospitales fueron colapsados por el
creciente numero de pacientes que necesitaban ser ingresados. Esta situacién afecté
gravemente al manejo de otras enfermedades diferentes al COVID-19 como la diabetes o el
cancer, ya que los servicios sanitarios encargados del seguimiento de estas otras patologias
fueron derivados a la lucha contra la pandemia. De esta manera, todas aquellas citas médicas
gue no eran de urgencia se retrasaron, incluyendo las citas de cirugia programada (Kaye et al,
2021). Una revisién bibliografica acerca del impacto de la pandemia en la atencién clinica y
quirargica en la consulta ortopédica y traumatoldgica, concluyé que la cirugia traumatoldgica
habia disminuido drasticamente en el primer afio de pandemia (Blum et al, 2021). A su vez, un
estudio espafiol mostré como habian disminuido los procedimientos de Cirugia de Cuidados
Intensivos en mas de un 50% en los hospitales del pais (Cano-Valderrama et al, 2020). Estos
son solo algunos de los muchos estudios que ponen de manifiesto como la pandemia ha
afectado a un sector de la salud que claramente no estaba preparado, lo cual ha llevado a

idear nuevas maneras de atender a los pacientes y de hacer frente a futuras pandemias.

A su vez, la incertidumbre generada y la adopcion de medidas de emergencia dirigidas a
reducir la propagacion del virus, han resultado en un impacto psicoldgico que se traduce en
altos niveles de estrés y ansiedad. La cuarentena, el distanciamiento social, la falta de
informacidn veridica y el miedo a la infeccién, han favorecido el incremento de problemas de
salud mental como la depresidn, soledad, ira e incluso conductas suicidas (Brooks et al, 2020).
Se ha podido observar que el impacto en la salud mental varia atendiendo a muchos factores
como la edad, sexo o condiciones socioecondmicas, habiendo estudios que posicionan el sexo

femenino y las personas de mayor edad como mas susceptibles al deterioro mental ante este
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tipo de situaciones (Lindert et al, 2021). La poblacidon adolescente no se ha visto exenta y
también ha experimentado un impacto negativo en su salud mental, con un aumento de la

adiccidn a los mdviles, Internet, y al consumo de drogas y alcohol (Jones et al, 2021).

Por otro lado, la pandemia también ha afectado a la economia mundial. La necesidad de
ralentizar la propagacién del nuevo coronavirus condujo a las grandes potencias del planeta
hacia un bloqueo econdmico que hizo notar su impacto en todos los paises del mundo. La
paralizacién del comercio global, las cuarentenas y las restricciones a los viajes, dieron lugar a
una oleada de cierres prolongados en muchos comercios y fabricas, que se vieron obligados a
despedir a sus empleados para poder subsistir hasta reanudar sus actividades econémicas
(Kaye et al, 2021). Dichas pérdidas financieras hostigaron con mayor fuerza a los paises mas
pobres, muchos de los cuales dependen de los suministros procedentes de una China que no
tardo en cerrar sus fronteras, dejando sin bienes de primera necesidad a estas regiones (Bong
et al, 2020). Esta falta de abastecimiento agravé la situacion de la pandemia, ya que dificultd el
acceso a los equipos de proteccion personal (mascarillas, guantes, gafas de proteccion...),

facilitando la propagacién del virus.

Los efectos de la enfermedad por COVID-19, declarada como pandemia en marzo de 2020 por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la han posicionado como la crisis sanitaria mas

relevante desde la pandemia de influenza en 1918 (Cascella et al, 2022).

2.2. SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus ARN monocatenario de sentido positivo perteneciente a un
subgrupo de Betacoronavirus (betaCoV) denominado como Sarbecovirus. Dentro de este
grupo encontramos otros coronavirus que han sido aislados de poblaciones de murciélagos, y
que estdn muy relacionados genéticamente con el SARS-CoV-2. Aunque el origen del virus ha
sido y sigue siendo muy discutido, las investigaciones al respecto indican que este nuevo virus
tiene un origen animal natural, siendo su reservorio mas probable el murciélago. Estudios mas
recientes también han demostrado la elevada similitud gendmica de los coronavirus de
pangolines con el SARS-CoV-2. Se trata entonces de un virus zoondtico que en algiin momento
logro saltar la barrera entre especies llegando asi al ser humano (“WHO-convened global study

of origins of SARS-CoV-2: China Part”, 2021).

La transmision del virus entre personas se da principalmente a través de gotitas expulsadas en
los estornudos y toses de los pacientes con COVID-19. Estas gotas también se pueden emitir

durante la respiracién y habla normales, siendo las mds pequefias y numerosas las que
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constituyen las particulas aerosol, que pueden permanecer un tiempo en el aire y penetrar en
los pulmones si una persona las inhala. Una vez el virus se introduce en el organismo, a través
de las fosas nasales, cavidad bucal e incluso superficie ocular, este penetra hasta las vias

respiratorias bajas llegando a los alveolos (Hu et al, 2021).

La patogenia del SARS-CoV-2 depende de sus proteinas no estructurales (NSP) y estructurales.
Gracias a este conjunto proteico el virus puede defenderse de la respuesta inmunitaria innata

del huésped, asi como penetrar en las células del mismo (Figura 1).

Binding and viral entry via b fusion or endocy
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Binding Protein (RBD) on membrane receptors
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Figura 1. El virus tiene 4 proteinas estructurales principales: espina (S), glicoproteina de
cubierta (E), nucleocdpside (N) y proteina de membrana (M). La proteina S del virus se une
a los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA-2), permitiendo la
entrada del ARN del virus a la célula. El ARN viral hace uso de los propios ribosomas de la
célula para fabricar sus proteinas y asi ensamblar nuevos viriones que saldran de la célula

por exocitosis para continuar con la infeccidon. (Imagen extraida de Cascella et al, 2022).

SARS-CoV-2 ingresa principalmente en el sistema respiratorio afectando a las células epiteliales
alveolares de tipo Il, lo cual puede producir trastornos en el intercambio de gases debido a la
fuerte respuesta inmunitaria que esto desencadena. Por ello, los sintomas mas comunes son la

fiebre, toses y el dolor de garganta. SARS-CoV-2 también afecta a otros dérganos extra-
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pulmonares produciendo sintomas como fatiga o dolor muscular, dolor de cabeza, diarrea,

dolor abdominal y dolor tordcico (Weng et al, 2021).

En la mayor parte de los pacientes la manifestacion clinica comienza entre los 2 y 14 dias tras
la exposicion al virus. Los sintomas de esta enfermedad evolucionan con el tiempo, pudiendo
persistir en algunos pacientes durante semanas e incluso meses desde el diagndstico de la
enfermedad. Algunas de las secuelas mas comunes son la fatiga, la disnea y la anosmia

(Nehme et al, 2020).

Por el contrario, muchas infecciones por COVID-19 son asintomadticas, lo cual dificulta el
control de la enfermedad ya que tienen la misma infectividad que las infecciones sintomaticas.
Se sabe que la edad, condicién corporal y el estado de salud son muy relevantes en la
gravedad de la enfermedad, de ahi que la mayor parte de asintomaticos sean personas de
mediana edad, de entre 30 y 50 afios sin patologias subyacentes (Gao et al, 2020). Por tanto,
aunque todas las edades son susceptibles de infectarse, los sintomas y la gravedad de los
mismos difieren en funcién de estos factores. Personas de mayor edad o con patologias
coexistentes, pueden desarrollar mas facilmente un estadio mas grave de la enfermedad que

podria provocar la muerte del paciente (Wu y McGoogan, 2020).

El desarrollo de pruebas diagndsticas, como el ensayo de PCR en tiempo real o el Test de
deteccion rapida de antigenos, asi como la administracién de casi 12.000 millones de dosis de
vacunas en todo el mundo como método de prevencion (WHO coronavirus (COVID-19)
dashboard), han sido cruciales para disminuir la transmision del SARS-CoV-2 y conseguir un
mayor control de la pandemia. A pesar de todos los esfuerzos siguen habiendo muchos paises
soportando nuevas oleadas de brotes producidas por las numerosas variantes que van
apareciendo en el transcurso de la pandemia. La capacidad del virus para evolucionar
genéticamente complica cualquier progreso diagndstico y terapéutico. Algunas de estas
variantes mutantes del virus presentan mayor transmisibilidad y virulencia, por lo que suponen

un riesgo para la salud publica (Aleem et al, 2022).

La aparicion de este tipo de brotes a nivel mundial, y todas las consecuencias que esto
conlleva, muestra la necesidad de desarrollar nuevos métodos diagndsticos y terapéuticos que
sean lo mas eficientes y especificos posibles. A su vez, estas nuevas herramientas tienen que
ser viables para su uso clinico y han de ser econdmicas, asi como de aplicacidon répida y

sencilla.
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El creciente desarrollo de los sistemas CRISPR/Cas ha posicionado esta herramienta de edicién
genética como la principal candidata para el diagndstico y tratamiento de la enfermedad por

COVID-19, asi como de otras patologias viricas.

El funcionamiento y las posibles aplicaciones de esta prometedora herramienta se explicaran

en los resultados.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Antiguamente, la propagacion de epidemias y pandemias era realmente complicada debido al
estilo de vida de los humanos. Al vivir en pequenas poblaciones, muchas de estas
enfermedades se limitaban a una regidn en concreto y no tenian la capacidad para expandirse
por el globo. Los pequefios nucleos de poblacién que padecian la enfermedad morian o se

inmunizaban, limitando asi la capacidad de propagacidn de las infecciones.

Con el paso del tiempo se han desarrollado epidemias y pandemias de menor o mayor
relevancia. Algunas datan de antes de cristo y se han desarrollado durante siglos, como es el
caso de la Peste, que finalmente acabd causando la muerte de unos 25 millones de personas
tras su llegada a Europa. Ya en el siglo XX el mundo fue azotado por la gripe espaiiola, una
pandemia que se calcula que produjo mas de 40 millones de muertos en todo el mundo. Por
ultimo, desde que empezd el nuevo siglo se han sucedido 3 pandemias. El Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS), el Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS) y la
actual pandemia del COVID-19 que esta muy relacionada con el SARS y el MERS. Todas ellas
comparten su dependencia en lo que se refiere a la interaccion entre personas y animales, la

densidad de poblacidn y la conexién entre las distintas regiones del planeta (Hgiby, 2020).

En la actualidad, el crecimiento constante de la poblacion (actualmente la cifra se acerca a los
8 mil millones de habitantes) facilita la propagacién de los agentes infecciosos. Ademas, el
fendmeno de globalizaciéon favorece la extension de este tipo de enfermedades a nivel
mundial. Por tanto, es de suponer que esta pandemia no serd la ultima. Investigar nuevas
formas de combatir este tipo de sucesos es crucial si se quiere minimizar el impacto que
ocasionan. Es por ello que CRISPR se maneja como una prometedora herramienta de defensa

frente a las futuras pandemias que queden por llegar.

El objetivo principal del trabajo reside en valorar el grado de desarrollo de la tecnologia

CRISPR/Cas como herramienta diagndstica y terapéutica frente a la enfermedad del COVID-19,
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asi como discutir acerca de su uso frente a los métodos convencionales que se estan

empleando a dia de hoy.

Los objetivos especificos son:

e Comprender qué son y como funcionan los sistemas CRISPR/Cas.

e Analizar y valorar los sistemas CRISPR propuestos para el diagndstico y la terapia
antiviral frente al COVID-19.

e Discutir las ventajas y desventajas de estos nuevos métodos diagndsticos vy

terapéuticos respecto a los actuales.

4. METODOLOGIA

El procedimiento para la realizacion de este trabajo consiste en una revision bibliografica de
articulos cientificos centrados en el uso de la tecnologia de Ingenieria Genética denominada
como CRISPR, y mas en concreto, sobre las aplicaciones que podria tener para hacer frente a la

enfermedad por COVID-19.

Para obtener dicha informacién se ha hecho uso de multiples buscadores cientificos via online
(PubMed, Google Scholar o Alcorze entre otros). También se ha hecho uso de sitios web
relevantes, siendo el mds importante para el trabajo la pagina web oficial de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS). Algunos de los articulos empleados han sido proporcionados por el

tutor del trabajo.

Las palabras clave que han facilitado la busqueda de informaciéon han sido: “COVID-19”,

“SARS-CoV-2”, “CRISPR/Cas”, “CRISPR-based diagnostics”, “antiviral therapy”...

Finalmente, para la elaboracidn de las referencias y citas bibliograficas se ha empleado el estilo

Harvard.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. DESCUBRIMIENTO DE CRISPR/CAS

En el afio 1987 se describid, por primera vez, la presencia de una serie de secuencias de ADN
repetidas y regularmente espaciadas en el genoma de la bacteria Escherichia coli (Ishino et al,

1987).

[TGAAAATGGGAG SGAGTTCTACCGCAGAGGCGGGGGAACTC AGTGATATCCATCATCGCATCCAGTGEGEC] (1, 451)
(1,452) CGGTTTATCCCCGCTGATGCGGGGAACACIAGCGTCAGGCGTGAAATCTCACCGTCGTTGL  (1,512)
(1,513) CGGTTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACTC [CGGTTCAGGCGTTGCARACCTGGCTACCGGG] (1,573 )

(1,574) CGGTTTATCCCCGCTAACGCGGGGAACTCI{TAGTCCATCA (1,634)
(1,635) CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACTCI; (1,664)
GG

consensus: CGGT’I'I'ATCCCCGCTMCGCGGGGMCTC

Figura 2. En amarillo se indican todas las secuencias repetidas en el genoma de
Escherichia coli. Las secuencias espaciadoras se indican con el resto de colores.

(Imagen extraida de Ishino et al, 1987).

Tras el descubrimiento de estas repeticiones se hallaron unas repeticiones muy similares a las
de E.coli en el genoma de unos organismos muy distintos conocidos como arqueas (Mojica et
al, 1993; 1995). Estos microorganismos que habitan las salinas, fueron los primeros en ser
sometidos a un estudio dirigido a averiguar cudl podria ser la funcidon de dichas secuencias

(Mojica y Montoliu, 2016).

En el afio 2000 se secuenciaron los genomas de una gran variedad de microorganismos
procariontes, descubriendo asi, la presencia de este tipo de repeticiones en la mayor parte de
los organismos sometidos a estudio. Mojica y su grupo de investigacién concluyeron que estos
segmentos cortos y repetidos compartian una serie de caracteristicas Unicas, y que ademas,
siempre se encontraban espaciados regularmente por secuencias diferentes entre si. Las
caracteristicas descritas en este estudio hicieron que Mojica y su equipo acufiaran el termino
SRSRs, que es el acrénimo en inglés de “Short Regularly Spaced Repeats”, convirtiéndose en la

primera denominacion de este descubrimiento (Mojica et al, 2000).

En el afio 2002 el cientifico holandés Ruud Jansen y su equipo de investigacion acordaron, con
el equipo de Francisco J.M. Mojica, usar el término CRISPR, que es el acrénimo en inglés de
“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”, lo que se traduce en espafiol

como “repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas”. En el
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mismo articulo en el que se nombraba por primera vez este término también se describia la
presencia de los genes Cas asociados a CRISPR, lo cual evidenciaba la existencia de una relacion

funcional entre ambos elementos (Jansen et al, 2002).

Sin embargo, no fue hasta 2005 cuando se empezd a vislumbrar la funcién biolégica de CRISPR
en las bacterias. La relacién entre CRISPR y la inmunidad de los organismos procariontes surgié
tras observar que algunas de las secuencias espaciadoras eran homdlogas a secuencias de ADN
de virus o plasmidos, viendo asi, que las bacterias portadoras de estas secuencias eran capaces
de resistir el ataque de un fago que tuviera esa misma secuencia en su ADN (Mojica et al,
2005). El papel de CRISPR en la inmunidad bacteriana fue corroborado en 2007 después de
demostrar, de forma experimental, la capacidad de que bacterias sensibles a bacteriéfagos
pudieran desarrollar resistencia contra estos mediante la incorporacion de espaciadores
derivados de la secuencia gendmica del fago (Barrangou et al, 2007). Estos descubrimientos

permitieron concluir que las bacterias presentaban una especie de sistema inmune adquirido.

En los afios posteriores se realizaron numerosas investigaciones que permitieron describir
detalladamente cada uno de los componentes de este sistema, y asi obtener una mayor

comprension del mecanismo de accidn de CRISPR/Cas.

Ya en el afio 2012, una serie de estudios sobre el sistema CRISPR/Cas9, llevado a cabo por los
laboratorios de Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier, informaron sobre la sencillez de
este mecanismo y la posibilidad de usarlo como una herramienta de edicién del genoma (Jinek
et al, 2012). Unos meses mas tarde Feng Zhang y George Church demostraron que utilizando
este sistema de defensa en células de mamiferos se podia modificar su genoma con una gran
eficacia, haciendo realidad el uso de CRISPR/Cas como herramienta de edicidon gendmica (Cong

et al, 2013; Mali et al, 2013).

5.2. FUNDAMENTOS DE CRISPR/CAS

Como ya se ha mencionado previamente, los sistemas CRISPR/Cas se encuentran de forma
natural en bacterias y arqueas, constituyendo en ellas una especie de sistema inmune
adaptativo que las protege frente a fagos invasores. CRISPR/Cas permite la incorporacién, en el
genoma de estos microorganismos, del material genético foraneo procedente del fago. De esta

forma, si el virus o plasmido vuelve a atacar, serd reconocido y destruido por este sistema.

La inmunidad de CRISPR en bacterias y arqueas se desarrolla en varias etapas.
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Primero, el fago introduce su material genético en la célula huésped, iniciando la denominada
fase de adaptacién, durante la cual, la bacteria/arquea va a obtener una memoria celular del
virus o pldsmido invasor. Para ello, toma una copia de parte del material genético fordneo y la
integra en la agrupacion CRISPR como una secuencia espaciadora (Figura 3), lo cual confiere a

la bacteria/arquea resistencia contra este fago.

Posteriormente, esta informacién contenida en la secuencia espaciadora se transcribe a una
molécula de ARN guia (gRNA o crARN), la cual se acopla a la proteina Cas correspondiente. En
caso de que se produzca reinfeccion, el ARN serd el encargado de guiar a la proteina Cas hasta
la secuencia invasora. Una vez el ARN reconozca la secuencia, la proteina Cas quedard activada

y escindira el material genético del fago (Thurtle-Schmidt y Lo, 2018).

A acquisition B interference (immunity)
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CRISPR tracrRNA Cas genes CRISPR repeat-spacer array
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Cas9
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Figura 3. Funcionamiento de CRISPR/Cas9. Las secuencias de ADN del virus son
integradas a la agrupacion CRISPR como espaciadores (circulos de colores) que estan
flanqueados por secuencias repetidas (rombos grises). La unién del ARN transactivador a
la molécula pre-CRISPR ARN favorece su maduracién. Finalmente la ARNasa lll permite
formar ARN guia individuales (A), que junto con la proteina Cas9 reconoceran y

destruiran el ADN invasor (B). (Imagen extraida de Thurtle-Schmidt y Lo, 2018).
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5.3. CLASIFICACION Y APLICACIONES DE CRISPR/CAS

Existe una gran variedad de sistemas CRISPR/Cas que difieren en el mecanismo molecular
empleado para la deteccién y unidn al material genético foraneo. Con el paso del tiempo, la

cantidad y variedad de estos sistemas se ha incrementado.

En 2015, la clasificacidn incluia 2 clases de sistemas CRISPR con 5 tipos de sistemas y 16
subtipos. Ya en 2019 esta clasificacion aumenté, identificando en las 2 clases 6 tipos de

sistemas y hasta 33 subtipos (Makarova et al, 2019).

Los tipos |, Il y IV, pertenecientes a la clase 1, necesitan de multiples proteinas Cas (entre 4 y
7) para llevar a cabo su accién. Por el contrario, los tipos Il, V y VI, pertenecientes a la clase 2,
son sistemas que solo requieren de una proteina Cas para ejercer el mismo efecto. Los
sistemas CRISPR/Cas de clase 1 son los mas extendidos en bacterias y arqueas (Ishino et al,

2018).
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Figura 4. Proteinas Cas implicadas en cada etapa de la inmunidad CRISPR,
segun el tipo de sistema al que pertenezcan. (Imagen extraida de Ishino et

al, 2018).

La sencillez de los sistemas CRISPR/Cas de clase 2 explica porque se escogieron para su uso
como herramienta de edicidn genética, ya que, a la hora de transferir un sistema CRISPR/Cas
bacteriano a células de otros organismos distintos, es mas facil hacer uso de aquellos sistemas

con un menor numero de genes.
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Derivado de la diversidad de sistemas CRISPR/Cas existen una enorme cantidad de

aplicaciones, las cuales ofrecen prometedoras contribuciones en areas muy diversas.

Combatir las resistencias bacterianas, mejorar el rendimiento productivo en ganaderia y
agricultura, desarrollar terapias contra multiples enfermedades, o idear nuevas estrategias
diagndsticas y terapéuticas frente a agentes patdgenos, son solo algunas de las muchas
aplicaciones que ofrece una tecnologia que con el paso de los afios sigue creciendo y

aumentado su potencial.

A continuacién se exponen diferentes alternativas diagndsticas y terapéuticas basadas en

CRISPR para hacer frente a la pandemia producida por el SARS-CoV-2.

5.4. DIAGNOSTICO DE COVID-19

Desde la aparicién del SARS-CoV-2 se han desarrollado numerosas pruebas diagndsticas con el
objetivo de reducir la propagacion del virus y asi controlar la pandemia. Sin embargo, existen
diversos desafios que reducen el abanico de posibilidades a corto plazo. La insuficiente
capacidad para la creacidn y realizacidn de estas pruebas, la falta de suministro de las mismas,
o el simple hecho de saber escoger la prueba adecuada segun la situacién de la enfermedad,
son solo algunos de los muchos retos diagndsticos a los que se enfrentan los paises de todo el
mundo. A dia de hoy se hace uso de tres pruebas de diagndstico, que son las mas relevantes

para el manejo de los pacientes y el control de la pandemia (Peeling et al, 2021).
PRUEBAS DIAGNOSTICAS CONVENCIONALES
Ag-RDT (TEST RAPIDO DE ANTIGENOS)

Este test detecta en muestras nasofaringeas las proteinas virales que el SARS-CoV-2 produce
durante su replicacidon en las vias respiratorias. Un resultado positivo indicaria la presencia de
SARS-CoV-2 y la alta probabilidad de que haya una infeccidon en curso. Actualmente, estas
pruebas estdn a la venta en farmacias para todo el publico y requieren de una formacién
minima para su uso, ofreciendo un resultado en aproximadamente 15 minutos (“World Health

Organization 2021, Antigen-detection in the diagnosis of SARS-CoV-2 infection”).
TEST DE ANTICUERPOS

Esta prueba detecta en muestras de sangre la presencia de los anticuerpos I1gM y/o IgG, los

cuales se desarrollan entre 1 y 2 semanas después de la aparicion de los sintomas. Por ello, y a
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diferencia del test de antigenos, esta prueba no se emplea para el diagndstico de la infeccion
aguda sino para determinar si se ha producido o no infeccién en el individuo, ya que es un
reflejo del desarrollo de la respuesta inmunoldgica frente a este (“Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios 2022, Informacién general sobre test de diagndstico de

COVID-19”).

RT-PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPCION INVERSA) EN
TIEMPO REAL

Es la primera prueba de diagndstico molecular que se empled para la deteccidon del material
genético del SARS-CoV-2. Este método detecta el ARN del virus, por lo que un resultado
positivo implica la presencia del mismo en el individuo, y por ende una alta probabilidad de
que exista una infeccién en curso. Las muestras que se recogen de los pacientes son tomadas
en nasofaringe principalmente (“Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
2022, Informacidn general sobre test de diagndstico de COVID-19”). La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) considera esta técnica la mas sélida y fiable en la deteccion del SARS-CoV-2,
y es por ello que esta prueba se sigue manteniendo como el estandar de oro para el

diagndstico del COVID-19.

Pese a que estas tres pruebas son actualmente la referencia para el diagndstico de COVID-19,
ninguna de ellas es perfecta. Por ello, la comunidad cientifica sigue abriendo y desarrollando
nuevas lineas de investigacidn con el objetivo de encontrar alternativas mas eficientes, rapidas
y baratas mediante la mejoria de los métodos ya existentes, y el uso de nuevas y

prometedoras herramientas diagndsticas.

PRUEBAS DIAGNOSTICAS BASADAS EN CRISPR/CAS

Los recientes avances de los sistemas CRISPR/Cas han permitido el desarrollo de numerosas
herramientas diagndsticas para la deteccién del SARS-CoV-2. Los diferentes métodos
diagndsticos expuestos a continuacidén estan basados en sistemas CRISPR de clase 2, siendo
CRISPR/Cas12 y CRISPR/Cas13 (Figura 4) los mas utilizados para la deteccidén de patégenos en

humanos.

La deteccidn del virus por medio de los sistemas CRISPR/Cas suele comprender 5 pasos
fundamentales (Figura 5), los cuales pueden presentar ligeras variaciones en funcién del tipo

de prueba aplicada.
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1. RECOGIDA DE MUESTRAS

Primero se procede a la recogida de muestras mediante hisopado nasofaringeo y/o

orofaringeo.

2. PREPARACION DEL ARN VIRAL

La muestra sera procesada de diversas maneras con el objetivo de obtener un ARN

viral de gran pureza, eliminando todos aquellos componentes que puedan interferir en

el proceso diagnéstico.
3. AMPLIFICACION ISOTERMICA DEL ACIDO NUCLEICO

Mediante el uso de métodos isotérmicos se amplifica exponencialmente la secuencia

objetivo, incrementando asi la sensibilidad y especificidad de la prueba diagndstica.

Los métodos mas usados son:

- LAMP (amplificacion isotérmica mediada por lazos): Esta técnica hace uso de una
ADN polimerasa, y un conjunto de 4 cebadores disefiados para amplificar las
cadenas del ADN diana de forma especifica y eficiente. Esta herramienta trabaja a
una temperatura constante de unos 65 2C y ofrece resultados en menos de una
hora (Wong et al, 2018).

- RPA (amplificacidon por recombinasa-polimerasa): RPA puede amplificar de 1-10
copias del ADN diana en menos de 20 minutos. Ademas, al trabajar a bajas
temperaturas (37-422C) su aplicacion en entornos de bajos recursos es mas
factible (Lobato y O'Sullivan, 2018).

Estos métodos se han planteado como una alternativa a la PCR, ya que no requieren

de equipos de laboratorio tan costosos. Sin embargo, su uso por separado presenta

algunas limitaciones como la aparicién de falsos negativos. Dichas limitaciones se
pueden sortear si combinamos estos métodos de amplificacidon con las herramientas

CRISPR/Cas.

4. DETECCION Y GENERACION DE LA SENAL

La molécula guia (gRNA o crRNA segln los tipos de Cas), identifica la secuencia

objetivo y dirige a la proteina Cas correspondiente para que escinda el material

genético diana, provocando la liberacidn posterior de una sefial detectable de diversas
formas.

En el caso de Cas12, Cas 13, o alguna de sus variantes mas utilizadas, el fundamento de

deteccidon y generacion de la sefal se basa en la actividad nucleasa de rotura colateral

inespecifica de acidos nucleicos en forma de DNA, ssDNA (Cas12) o RNA (Cas13). En
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primer lugar el complejo CRISPR-Cas y el RNA guia (crRNA), reconoce de forma
especifica el genoma del patégeno presente en la muestra, provocando su rotura en
“cis”. Como consecuencia de este reconocimiento molecular, se modifica el complejo
CRISPR/Cas adquiriendo una “conformacién activada” que es capaz de romper en
“trans” de forma indiscriminada e inespecifica a otros acidos nucleicos. En presencia
de ssDNA sintéticos que incluyan un reportero o fluoréforo unido a un inhibidor de la
fluorescencia o “quencher”, la rotura inespecifica en “trans” libera al reportero de su
inhibidor, haciendo detectable su sefial (Chen et al, 2018; Gootenberg et al, 2017).
5. LECTURA DE LA SENAL

La sefial liberada tras la escision del ARN viral serd detectada mediante tiras de
fluorescencia o de flujo lateral, obteniendo en la mayor parte de los casos un resultado
cualitativo que indica si el ARN viral objetivo estd o no presente en la muestra

(Hernandez-Garcia et al, 2022).
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Figura 5. Flujo de trabajo CRISPR para la deteccidn del SARS-CoV-2. (Imagen

extraida de Hernandez-Garcia et al, 2022).

a) PLATAFORMAS DIAGNOSTICAS BASADAS EN CRISPR/CAS13
SHERLOCK (Specific High-Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing)

SHERLOCK es una herramienta diagndstica basada en CRISPR/Cas13a, la cual fue desarrollada
inicialmente para la deteccion de cepas de los virus del Zika y el Dengue. Asi como la mayor
parte de enzimas Cas se dirigen al ADN, Cas13 unicamente detecta y escinde moléculas de ARN
monocatenarias, lo cual la convierte en una herramienta de interés para la deteccién directa

de virus ARN (Gootenberg et al, 2017).
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Tras la aparicién del COVID-19 el laboratorio de Feng Zhang desarrollé un protocolo para la
deteccién del material genético del SARS-CoV-2, basado en esta técnica. Dicho protocolo
funciona en tres pasos y se puede completar en 1 hora. Una vez se ha extraido la muestra del
paciente, se amplifica el material genético usando el kit de amplificacién de polimerasa
recombinasa (RPA). A continuacidn se detecta la secuencia de ARN viral amplificado con Cas13,
para finalmente proceder a la lectura del resultado usando una tira reactiva (Zhang et al,
2020). La alta sensibilidad obtenida por esta prueba ha convertido a SHERLOCK en la primera
herramienta diagndstica basada en CRISPR en ser aprobada por la FDA (“Food and Drug

Administration”) de Estados Unidos para el diagnéstico de COVID-19 (Uzay y Dinger, 2022).

Con el paso del tiempo esta herramienta se ha ido optimizando con el objetivo de ampliar su

uso y reducir sus limitaciones.
CREST (Cas13-based, Rugged, Equitable, Scalable Testing)

Esta plataforma basada en CRISPR/Cas13 se disefié para abordar problemas como la falta de
accesibilidad a ciertos reactivos o la disponibilidad de equipos de laboratorio costosos. Para
ello, hace uso de enzimas mds disponibles en el mercado, termocicladores de bajo coste y
visualizadores fluorescentes faciles de interpretar. Se trata de una plataforma diagndstica con

una sensibilidad equivalente a la RT-gPCR, pero mds rentable y accesible (Rauch et al, 2021).
SHINE (SHERLOCK and HUDSON Integration to Navigate Epidemics)

La combinacion de SHERLOCK con HUDSON (“Heating Unextracted Diagnostic Samples to
Obliterate Nucleases”) es un método que emplea a Casl3 para detectar su objetivo
directamente en las muestras clinicas del paciente, ya que permite eliminar la fase previa de
extraccién del ARN del SARS-CoV-2. Para ello se aplica un tratamiento termoquimico sobre las
muestras, que inactiva a las enzimas responsables de degradar el ARN objetivo (protocolo
HUDSON). El producto resultante es sometido a un protocolo SHERLOCK optimizado en el que
se realiza la amplificacion y detecciéon en un solo paso. Los resultados de esta prueba se
pueden visualizar con lectura fluorescente en el tubo, y se pueden interpretar con una

aplicacion maovil desarrollada especificamente para ello (Arizti-Sanz et al, 2020).
CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation of Nucleic acids)

Se trata de una prometedora técnica basada en CRISPR/Casl3 que combina la estrategia
SHERLOCK con la microfluidica, mediante el uso de dos tipos de nanogotas. Unas contienen las

muestras clinicas codificadas con distintos colores y las otras portan a Cas13, crARN y otros
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reactivos del sistema de deteccion. Estas nanogotas se mezclan en una serie de micropocillos,
iniciando asi multiples reacciones que generan resultados fluorescentes, los cuales se pueden
visualizar con microscopia fluorescente. Esta técnica puede analizar un gran numero de
muestras y también de patdgenos, siendo su principal objetivo diagnosticar la presencia del

SARS-CoV-2 en mas de 1000 pacientes a la vez (Ackerman et al, 2020).
CRISPR/COVID

Esta plataforma basada en CRISPR/Cas13a fue una de las primeras en desarrollarse para el
diagndstico de COVID-19. Los resultados obtenidos tras el estudio con muestras de ARN en
pacientes sospechosos de infeccién por SARS-CoV-2, la posicionaron como una alternativa

competitiva frente a la RT-qPCR en la deteccion del SARS-CoV-2 (Hou et al, 2020).
b) PLATAFORMAS DIAGNOSTICAS BASADAS EN CRISPR/CAS12
STOPCOVID (Sherlock Testing in One Pot)

STOPCOVID es una herramienta basada en CRISPR/Cas12 para el diagndstico de COVID-19.
Cas12 es una ADNasa guiada por ARN capaz de escindir el ADN objetivo, lo cual implica la

transcripcién inversa del material genético del SARS-CoV-2 para su deteccion.

Existen dos versiones de esta prueba que difieren en el método de extraccién del ARN. La
segunda version utiliza un método de extraccion mas simple mediante el uso de perlas
magnéticas, las cuales concentran el ARN viral simplificando todo el proceso. Tras la extraccién
del ARN se lleva a cabo la amplificacién isotérmica y la deteccion mediada por CRISPR en un
solo paso. Para la amplificacién se escoge RT-LAMP, la cual funciona a 55-70 2C, por lo que la
enzima Casl2 empleada debe ser termoestable, como es el caso de Casl2b. La segunda
versién de STOPCOVID es capaz de detectar cargas virales de 0,033 copias/ul, con un tiempo

medio de respuesta de entre 15 y 45 minutos (Joung et al, 2020).
DETECTR (DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter)

Esta prueba diagnéstica basada en CRISPR/Casl2 detecta la presencia de los genes E
(envoltura) y N (nucleocapside) del SARS-CoV-2 en el ARN de las muestras nasofaringeas, tras
su amplificacién con RT-LAMP. La lectura se lleva a cabo con la tira de flujo lateral, que en caso
de detectar ambos genes confirmaria la presencia del virus. Al igual que SHERLOCK, esta
prueba también ha sido aprobada por la FDA de Estados Unidos para su uso de emergencia

como prueba diagndstica de COVID-19 (Chen et al, 2018; Broughton et al, 2020).
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RCSMS (Rapid Coronavirus-Sensitive Monitoring from Saliva)

Ademas, DETECTR ha servido de base para el desarrollo de RCSMS, una herramienta que aplica
un tratamiento termoquimico de bajo coste para la preparacién del ARN viral en muestras de
saliva, omitiendo asi el paso de extraccidon del ARN. Tras su validacion clinica en pacientes
peruanos, RCSMS demostrd ser una prueba molecular capaz de detectar genes del SARS-CoV-2
en muestras de saliva, con un tiempo medio de respuesta de 40 minutos (Abugattds Nuiez del

Prado et al, 2021).
CRISPR-FDS

Este método basado en CRISPR/Cas12 también puede detectar el SARS-CoV-2 en muestras de
saliva, las cuales se diluyen en tubos que contienen tampones de lisis bajo unas condiciones de
temperatura y tiempo controladas. Posteriormente las muestras son afiadidas a pocillos que
contienen los reactivos necesarios para su amplificacion y deteccidén (RT-RPA+CRISPR/Cas12a).
Para su lectura se usa un dispositivo portatil que contiene un diodo laser que permite
visualizar los resultados con un teléfono inteligente. El tiempo medio de respuesta fue de tan

solo 15 minutos, alcanzando un limite de deteccidn de 0,38 copias/uL (Ning et al, 2020).
AIOD/CRISPR (All-In-One Dual CRISPR/Cas12a)

Este método basado en CRISPR/Casl2a se caracteriza por hacer uso de dos crARN con el
objetivo de mejorar la sensibilidad de la prueba diagndstica, empleada tanto para la deteccidn

del SARS-CoV-2 como del virus del VIH (Ding et al, 2020).

La combinacidon de varios crARN también fue empleada por el equipo de Fozouni, que a
principios de 2020 comenzd a desarrollar un método basado en CRISPR/Cas13a para la
deteccion de ARN viral, que tras una adecuada seleccién de varias de estas moléculas crARN

permitia evitar la necesidad de amplificar el material genético del virus (Fozouni et al, 2020).
opvCRISPR (One-pot visual reverse transcription (RT)-LAMP CRISPR)

Se trata de un sistema de deteccién visual de SARS-CoV-2 basado en CRISPR/Casl2a que
integra RT-LAMP vy la escision llevada a cabo por Casl12a en un solo recipiente. Tras la escisidon

del ADN se genera la sefial fluorescente, la cual es visible bajo luz azul (Wang et al, 2021).

Esta optimizacién del proceso de lectura de los resultados también se observa en las

herramientas de deteccion de material genético CASDETECT (CRISPR/Casi2b) vy
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CRISPR/Cas12a-NER, en las cuales los resultados también se pueden visualizar directamente

bajo iluminacion led azul (Guo et al, 2020; Wang et al, 2020).

Aunque la mayor parte de las pruebas diagndsticas del COVID-19 se basan en sistemas CRISPR
pertenecientes a la clase 2, también hay excepciones como es el caso de CONAN, una
plataforma diagndstica basada en un sistema CRISPR de clase 1, que utiliza a la proteina Cas3

para la deteccién del SARS-CoV-2 (Yoshimi et al, 2020).

Asimismo, VIGILANT (VirD2-dCas9 guided and LFA-coupled nucleic acid test) es un ensayo de
flujo lateral que combina las funciones de CRISPR/Cas9 y la proteina VirD2 para asi detectar el

material genético del SARS-CoV-2 en muestras de pacientes (Marsic et al, 2021).

Las principales caracteristicas de cada herramienta diagndstica basada en CRISPR/Cas se

resumen en la Tabla 1 del Anexo.

DISCUSION

Como ya se ha comentado anteriormente, la prueba RT-qPCR sigue siendo una clara referencia
en el diagnéstico de COVID-19. Sin embargo, presenta una serie de limitaciones que pueden

subsanarse haciendo uso de las herramientas diagndsticas basadas en CRISPR/Cas.

Estas herramientas presentan una serie de ventajas prdcticas, asi como una gran versatilidad.
Pruebas como CRISPR-FDS y RCSMS hacen uso de la saliva como muestra para la deteccién de
SARS-CoV-2, manteniendo una sensibilidad similar e incluso superior a la obtenida por medio
del hisopado nasofaringeo (Wong et al, 2020). Esto supone una gran ventaja, pues las
muestras de saliva se pueden obtener facilmente y pueden ser colectadas por el propio

paciente, sin poner en peligro la salud del trabajador.

Una de las principales desventajas de la RT-gPCR es el prolongado tiempo de respuesta. La
necesidad de disponer de equipamiento sofisticado y personal especializado conlleva que la
prueba se tenga que realizar en laboratorios acreditados y no en el punto de atencion al
paciente. Esto, sumado al tiempo necesario para completar el procedimiento diagndstico en el
laboratorio (entre 2 y 8 horas), puede llegar a suponer un tiempo total de entrega de
resultados de mas de 24 horas. La optimizacion de procesos como el aislamiento y la
amplificacion del ARN permiten que estas plataformas basadas en CRISPR puedan llevarse a

cabo en los puntos de recogida de muestras, reduciendo el tiempo de respuesta a una media
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de 45 minutos (media extraida de los datos recogidos en la Tabla 2 del Anexo). A su vez, la
paulatina simplificacion de estos protocolos diagndsticos basados en CRISPR reduce el coste de
estas pruebas. Los materiales necesarios para su realizacion no solamente son mas baratos,
sino que ademds son mas faciles de obtener en cualquier parte del globo, lo cual tiene mucha
importancia de cara a su aplicacidén en areas de bajos recursos. Pruebas como SHERLOCK se
pueden desarrollar sin superar el délar, mientras que la RT-gPCR puede llegar a costar mas de

100 délares (Boger et al, 2021).

Los métodos de interpretacion de resultados también se han mejorado hasta el punto de
desarrollar aplicaciones moviles que faciliten al paciente la lectura de los mismos, sin

necesidad de tener que llevar a cabo este proceso con instrumentos de laboratorio.

Otro dato esperanzador para estas nuevas herramientas diagndsticas es la elevada sensibilidad
y especificidad que presentan (Tabla 2 del Anexo), ya que los resultados obtenidos son muy
similares a los aportados por la RT-gPCR, llegando a reportar en algunas pruebas hasta un

100% de sensibilidad y especificidad.

Finalmente, uno de los grandes problemas a los que se tienen que enfrentar las diferentes
pruebas diagndsticas del COVID-19 es la continua aparicion de nuevas variantes del virus, ya
gue estas pueden presentar mutaciones en los sitios de unidn de los crARN, inutilizando asi la
técnica diagndstica. No obstante, gracias a la versatilidad de los sistemas CRISPR/Cas, se puede
sortear esta limitacién mediante la combinacidn de diferentes crARN. De esta forma, si hubiera
una mutacién en alguno de los sitios de unidn la seial fluorescente generada seria distinta, lo

cual serviria de advertencia ante la posibilidad de que se trate de una variante del virus.

Aun a pesar de todas sus ventajas, las plataformas CRISPR/Cas para el diagndstico de COVID-19
todavia no estan disponibles en el mercado, y muy pocas han sido autorizadas para su uso de
emergencia durante la presente pandemia. Esto se debe a que son pruebas con una escasa

validacion en pacientes, lo cual pone en duda su eficiencia de cara a su uso clinico masivo.

5.5. TERAPIA FRENTE AL COVID-19

Una mayoria de las personas infectadas por SARS-CoV-2, desarrollan una enfermedad leve o
moderada, con la replicacion del virus limitada a la vias respiratorias superiores, mientras que
en un porcentaje variable, progresan a una severa neumonia bilateral que puede terminar en
el fallecimiento del paciente (ver Lamers y Haagmans, 2022, para una revision reciente de la

patogénesis asociada).
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La estrategia inicial de tratamiento de la COVID-19 severa fue la oxigenoterapia, junto a
tratamientos clinicos que han ido implantdndose a medida que progresaba la pandemia y se
adquiria experiencia hospitalaria en la mejora de los protocolos de actuacion. Medidas para
prevenir el tromboembolismo y la administracion de medicamentos antiinflamatorios como la
dexametasona, han sido esenciales para combatir la enfermedad en su manifestacion mas

severa, caracterizada por la desmedida respuesta inmune del paciente (Gandhi et al, 2020).

No obstante, el principal medio para combatir la pandemia es la vacunaciéon a escala mundial
(Aileni et al, 2022). Esta herramienta de prevencion activa el sistema inmunitario iniciando asi
la produccion de anticuerpos neutralizantes contra el virus. Actualmente, la Agencia Europea
de Medicamentos (EMA) ha autorizado un total de cinco vacunas para su comercializacion y
administracion en la poblacidn (ver informaciéon en https://vaccination-info.eu/en/covid-
19/covid-19-vaccines). A su vez, también continla revisando numerosas vacunas con el
objetivo de disponer de datos suficientes para poder solicitar su aprobacién para su uso en la

Unidn Europea (“Preguntas y respuestas sobre la vacunacién contra la COVID-19 en la UE”).

Sin embargo, las vacunas no son el Unico recurso frente a la pandemia. Desde la aparicion de la
enfermedad, se han desarrollado multiples opciones terapéuticas dirigidas a combatir el SARS-
CoV-2 en las diferentes etapas de su desarrollo. El uso de tratamientos antivirales y
anticuerpos monoclonales en las fases tempranas de la infeccién permite combatir de forma
mas efectiva el virus, dificultando que se multiplique en el organismo y desarrolle formas
clinicas graves (ver una revisién actualizada de tratamientos disponibles en "National Institutes

of Health 2022, COVID-19 Treatment Guidelines").

Finalmente, mas allad de las terapias convencionales que se siguen desarrollando e intentando
adaptar para su uso clinico masivo, y a pesar de que la mayor parte de los estudios con
CRISPR/Cas se han enfocado en el area del diagndstico, estas herramientas vuelven a
presentarse como una potencial alternativa para hacer frente al COVID-19, mediante su uso

como agente antiviral.
PAC-MAN (Prophylactic Antiviral CRISPR in huMAN cells)

Esta estrategia basada en CRISPR/Cas13d hace uso de multiples crARN dirigidos a regiones
virales altamente conservadas del SARS-CoV-2. A través de un analisis bioinformatico se
demostré que un grupo de seis crARN podian cubrir mas de un 90% de los coronavirus

secuenciados, y con un grupo de 22 crARN el 100%. El estudio llevado a cabo por Abbott et al,
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demostré el potencial de este sistema CRISPR para localizar y degradar secuencias del virus en

células epiteliales de pulmdn (Abbott et al, 2020).

Ademas de PAC-MAN, se han desarrollado otras herramientas antivirales similares basadas en
sistemas CRISPR. Este es el caso del sistema CRISPR/Cas13a desarrollado para combatir la
infeccidon por SARS-CoV-2 y el virus de la Influenza en ratones y hamsters. El disefio de crARN
especificos dirigidos a ciertas regiones conservadas del SARS-CoV-2 consiguid reducir la
replicacion del virus asi como los sintomas de la enfermedad (Blanchard et al, 2021). A su vez,
la plataforma antiviral CRISPR/Cas13b también ha demostrado su capacidad para suprimir la

replicacion de este virus en células de mamiferos (Fareh et al, 2021).

Nalawansha y Samarashinge (2020), sugirieron dos variantes de internalizacién de Cas13 en la
célula en el curso de la infeccién. En el primero, denominado ABACAS (Antibody and Cas
fusion), la fusidn de Cas13 a anticuerpos que reconocen determinadas proteinas de SARS-CoV-

2, permitiria la entrada del complejo junto con el virus en las células infectadas.

En el otro procedimiento, denominado PDCas13 (Peptidase Domain of ACE2 and Cas13) se
sugiere sustituir el anticuerpo de ABACAS frente al virus, por el dominio peptidasa del receptor
ACE2, que al unirse a la proteina S del virus, facilitaria la internalizacién del complejo
CRISPR/Cas13 al interior de la célula infectada, haciendo posible la degradacién del RNA del

genoma viral.

Por otro lado, también se ha desarrollado una terapia antiviral basada en un sistema CRISPR de
tipo Il conocido como TEAR-COV (Type Il CRISPR Endonuclease AntiviRals for

CoronaViruses), el cual también puede escindir el genoma viral (Lin et al, 2022).

Finalmente, otro de los campos donde se estd desarrollando CRISPR (CRISPR/Cas9 en
concreto) es en la produccién de vacunas antivirales, aunque es un enfoque que de momento

se centra en animales (Najafi et al, 2022).
DISCUSION

El uso de CRISPR como plataforma de combate frente al COVID-19 se ha desarrollado mucho
menos en comparacion con las estrategias diagndsticas comentadas en el apartado 5.4 del
presente trabajo. Sin embargo, su potencial como técnica terapéutica para hacer frente, no
solo al COVID-19, sino también a otras infecciones virales, la han convertido en una alternativa

a los tratamientos y vacunas antivirales convencionales.
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La principal ventaja de estas novedosas herramientas es que son capaces de solventar el
problema ocasionado por las continuas mutaciones del virus y la consiguiente aparicién de
variantes capaces de eludir las terapias convencionales. Estas plataformas CRISPR se dirigen a
multiples regiones muy conservadas del virus, evitando asi el escape viral, ya que el virus
tendria que acumular numerosas mutaciones en varias regiones que ademas podrian
comprometer su viabilidad. También hay que tener en cuenta que estas herramientas son muy

versatiles y pueden adaptarse facilmente para controlar otros virus emergentes.

Sin embargo, todavia se deben abordar grandes desafios como garantizar que CRISPR se
administre lo mas cerca posible de su lugar de accidn. Para ello, se han desarrollado vectores
virales (no patdégenos para el ser humano) que tengan afinidad por los tejidos en los que debe
actuar dicho sistema, y asi aumentar la eficiencia de entrega. Estos vectores también tienen
sus propias limitaciones y es por ello que se esta estudiando la posibilidad de hacer uso de
vectores no virales para realizar dicha tarea. Otro problema que debe solventarse es la
actuacion de CRISPR fuera del objetivo, para lo cual también se estan desarrollando estrategias
gue todavia deben ser probadas si se quiere hacer uso de esta tecnologia en entornos clinicos

(Najafi et al, 2022).

6. CONCLUSIONES

1. La pandemia producida por el COVID-19 ha generado un gran impacto socioeconédmico
y sanitario en todo el mundo, manifestando asi la necesidad de desarrollar pruebas
diagndsticas y enfoques terapéuticos rapidos, eficientes y especificos.

2. Los recientes avances en Ingenieria Genética han posicionado a los sistemas
CRISPR/Cas como una prometedora alternativa para hacer frente al SARS-CoV-2, asi
como a otros agentes causantes de epidemias y pandemias.

3. Las pruebas diagndsticas basadas en CRISPR han demostrado ser rapidas, eficientes y
econdmicas, permitiendo su facil aplicacion en el punto de atencién al paciente, y en
areas de bajos recursos.

4. Tratamientos antivirales como PAC-MAN atacan regiones muy conservadas del
genoma del virus, previniendo el escape viral ante la aparicién de variantes mutantes
del mismo. A su vez, estas terapias antivirales basadas en CRISPR pueden adaptarse
para controlar otros agentes infecciosos emergentes.

5. Desafios como la administracién de los componentes CRISPR en pacientes, asi como la

escasa validacion clinica de muchas de estas herramientas, son barreras que todavia
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hay que superar para conseguir su aprobacién oficial para su comercializacidon y uso en

humanos.

6.1. CONCLUSIONS

1. The pandemic produced by COVID-19 has generated a major socioeconomic and health
impact worldwide, thus manifesting the need to develop rapid, efficient and specific
diagnostic tests and therapeutic approaches.

2. Recent advances in genetic engineering have positioned CRISPR/Cas systems as a
promising alternative to deal with SARS-CoV-2, as well as other agents causing epidemics
and pandemics.

3. CRISPR-based diagnostic tests have proven to be rapid, efficient and cost-effective,
allowing their easy application at the point of patient care, and in low-resource areas.

4. Antiviral treatments such as PAC-MAN target highly conserved regions of the virus
genome, preventing viral escape in the presence of mutant variants of the virus. In turn,
these CRISPR-based antiviral therapies can be adapted to control other emerging
infectious agents.

5. Challenges such as the administration of CRISPR components in patients, as well as the
scarce clinical validation of many of these tools, are barriers that still need to be overcome

in order to obtain official approval for their commercialization and use in humans.

7. VALORACION PERSONAL

En mi opinidn, la investigacidn de esta herramienta de Ingenieria Genética, junto con todas las
aplicaciones que puede llegar a ofrecer, es algo fundamental para continuar progresando en
un mundo cada vez mas poblado e interconectado, en el que la aparicidon de ciertos agentes

infecciosos puede llegar a poner en jaque la salud mundial.

En este sentido, ya he comentado todas las ventajas que ofrece CRISPR como herramienta
diagndstica y terapéutica frente a los métodos convencionales. La efectividad, aplicabilidad y
versatilidad de CRISPR la convierten en una alternativa prometedora, no solo frente al COVID-
19, sino también frente a otros muchos agentes infecciosos que azotan a buena parte de la
poblacién del planeta. Sin embargo, considero que hace falta una mayor validacidn clinica para

garantizar su eficacia y seguridad en el ser humano.

Desde un enfoque académico, comprender el funcionamiento de una herramienta que hasta

hace poco menos de un afio no conocia en absoluto ha convertido este trabajo en un auténtico
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9. ANEXOS

Tabla 1. Caracteristicas de los test diagnésticos basados en CRISPR/Cas

TEST AISLAMIENTO METODO DE
DIAGNGSTICO CRISPR | MUESTRA DE ARN AMPLIFICACION LECTURA REFERENCIA
SHERLOCK Casl3a NF/OF - RT-RPA FL Uzay y Dinger,
2022
CREST Casl3a NF PEARL PCR F Rauch et al, 2021
SHINE Cas13a NF/OF I RT-RPA F/FL AT L
2020
CRISPR/COVID Cas13a NF ; RT-RPA F Hou et al, 2020
STOPCOVIDv.2. | Cas12b NF PM RT-LAMP F/FL Joung et al, 2020
DETECTR Cas12a NF/OF . RT-LAMP FL Broughton et al,
2020
Abugattas Nufiez
RCSMS Casl12a SALIVA I RT-LAMP FL del Prado et al,
2021
CRISPR-FDS Cas12a SALIVA Lo RT-RPA F-SP Ning et al, 2020
AIOD/CRISPR Casl2a HN - RT-RPA F Ding et al, 2020
Fozouni et al Casl3a - - NP F-SP Fozouni etal,
2020
opvCRISPR Casl2a NF - RT-LAMP F Wang et al, 2021
CASDETECT Casl12b - - RT-RAA F Guo et al, 2020
CR'SP:/EC:sna' Cas12a NF - RT-RAA F Wang et, 2020
Yoshimi et al,
CONAN Cas3 NF . RT-LAMP FL S
VIGILANT Cas9 NF/OF - RT-RPA FL Marsic et al, 2021

F: Fluorescencia. FL: Flujo Lateral. F-SP: Fluorescencia con lectura con Smart Phone. HN: Hisopado
clinico no especificado. IT: Inactivacién termoquimica. LO: Proceso de lisis optimizado. NF: Hisopo
nasofaringeo. NP: No hay preamplificacién. OF: Hisopo orofaringeo. PEARL: precipitation-enhanced

analyte retrieval. PM: Perlas magnéticas.
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Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de los test diagndsticos basados en CRISPR/Cas en comparacidn con la RT-

qPCR
TEST TIEMPO DE LIMITE DE
DIAGNGSTICO RESPUESTA DETECCION SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD REFERENCIAS
RT-qPCR 2-8 horas 1 copia/pL - - Uzay y Dinger, 2022
SHERLOCK <60’ 10-100 copias/pL 96% 100% Uzay y Dinger, 2022
CREST 2 horas 10 copias/pL - - Rauch et al, 2021
SHINE 50’ 10 copias/pL 90% 100% Arizti-Sanz et al,
2020
) 2,5-7,5
CRISPR/COVID 40 X L. 100% 100% Hou et al, 2020
copias/reaccion
STOPCOVID v.2. 15-45 0,033 copias/pL 93,10% 98,50% Joung et al, 2020
DETECTR 30-40° 10 copias/pL 95% 100% Br°”g2hsgg ER
. . Abugattas Nufiez
7 0, 0,
RCSMS 40 5 copias/reaccion 93,80% 99% del Prado et al, 2021
CRISPR-FDS 15’ 0,38 copias/pL 98,70-100% 100% Ning et al, 2020
AIOD/CRISPR 40 4,6 copias/ pL 100% 100% Ding et al, 2020
Fozouni et al <30’ 100 copias/ pL - - Fozouni et al, 2020
opVvCRISPR 45’ 5 copias/reaccion 100% 100% Wang et al, 2021
CASDETECT 60’ 10 copias/pL - - Guo et al, 2020
CR'SP':J/;;“SIZ"" 45 10 copias/reaccién 100% 100% Wang et, 2020
CONAN 40’ 5 moléculas/pL 90% 95% Yoshimi et al, 2020
VIGILANT 36 2,5 copias/ pL 96,4% 100% Marsic et al, 2021
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