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RESUMO

A descoberta dos sistemas CRISPR-Cas impulsionou o desenvolvimento de ferramentas
avancadas para edicdo genética e deteccdo de acidos nucleicos, transformando
profundamente os procedimentos de engenharia celular e metabdlica e abrindo novas
possibilidades na biotecnologia moderna. Este trabalho descreve em detalhe os sistemas
imunoldgicos procariotos CRISPR-Cas, considerando sua diversidade estrutural e
funcional, bem como sua classificacdo filogenética e evolutiva. S&do apresentados os
mecanismos de agao correspondentes aos modulos de adaptacdo, expressdo e
interferéncia, destacando como essas etapas coordenadas permitem o reconhecimento, o
processamento e a eliminagdo de material genético exdgeno. Além disso, aprofunda-se a
analise das proteinas Cas envolvidas na defesa CRISPR, com uma descrigdo de suas
funcbes, dominios estruturais e particularidades mecanisticas que determinam a
especificidade e a eficiéncia de cada sistema. O trabalho também aborda as aplicagdes
biotecnolégicas derivadas dos diferentes tipos e subtipos de CRISPR-Cas, evidenciando
seu impacto na melhoria de cultivos, no desenvolvimento de novas terapias génicas e
celulares e na implementacdo de plataformas de diagndstico molecular de alta
sensibilidade. Revisam-se ainda as variantes descobertas nos ultimos anos, analisando
seu potencial para expandir o repertorio de ferramentas de edicido e detecgdo. Essas
inovagdes sao discutidas no contexto de sua possivel origem evolutiva, relacionando-as a
mecanismos ancestrais associados a elementos genéticos méveis e a dindmica evolutiva
dos procariotos. Por fim, examina-se como os avangos paralelos em bioinformatica,
genbmica e analise estrutural ttém acompanhado e potencializado o desenvolvimento de
tecnologias derivadas de CRISPR, permitindo uma caracterizacdo mais precisa de novas
proteinas Cas e aprimorando o desenho racional de sistemas de edicdo. O resumo
conclui com uma reflexdo sobre os desafios éticos, regulatérios e legais associados a
adogao generalizada dessas tecnologias, ressaltando a importancia de seu uso
responsavel e de um marco normativo adequado.

Palavras-chave: CRISPR-Cas; edicdo genética; defesa bacteriana; aplicagbes
biotecnoldgicas; proteinas Cas.
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RESUMEN

El descubrimiento de los sistemas CRISPR-Cas impulsé el desarrollo de herramientas
avanzadas para la edicion genética y la deteccion de acidos nucleicos, transformando
profundamente los procedimientos de ingenieria celular y metabdlica, abriendo nuevas
posibilidades en biotecnologia moderna. En este trabajo se describen en detalle los
sistemas inmunoldgicos procariotas CRISPR-Cas, atendiendo a su diversidad estructural
y funcional, asi como a su clasificacion filogenética y evolutiva. Se exponen los
mecanismos de accion correspondientes a los modulos de adaptaciéon, expresion e
interferencia, enfatizando cémo estas etapas coordinadas permiten el reconocimiento,
procesamiento y eliminacion de material genético exégeno. Asimismo, se profundiza en
las proteinas Cas implicadas en la defensa CRISPR, con una descripcion de sus
funciones, dominios estructurales y particularidades mecanisticas que determinan la
especificidad y eficiencia de cada sistema.El trabajo también aborda las aplicaciones
biotecnolédgicas derivadas de los distintos tipos y subtipos de CRISPR-Cas, destacando
su impacto en la mejora de cultivos, el desarrollo de nuevas terapias génicas y celulares,
y la implementacion de plataformas de diagnodstico molecular de alta sensibilidad. Se
revisan ademas las variantes descubiertas en los ultimos afos, analizando su potencial
para expandir el repertorio de herramientas de edicion y deteccién. Estas innovaciones se
discuten en el marco de su posible origen evolutivo, relacionandolas con mecanismos
ancestrales vinculados a elementos genéticos méviles y con la dinamica evolutiva de los
procariotas. Finalmente, se examina cémo los avances paralelos en bioinformatica,
genomica y analisis estructural han acompafado y potenciado el desarrollo de tecnologias
derivadas de CRISPR, permitiendo una caracterizacion mas precisa de nuevas proteinas
Cas y mejorando el disefio racional de sistemas de edicion. El resumen concluye con una
reflexion sobre los desafios éticos, regulatorios y legales asociados a la adopcion
generalizada de estas tecnologias, subrayando la importancia de su uso responsable y de
un marco normativo adecuado.

Palabras clave: CRISPR-Cas; edicion genética; defensa bacteriana; aplicaciones
biotecnoldgicas; proteinas Cas.
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ABSTRACT

The discovery of CRISPR-Cas systems drove the development of advanced tools for
genome editing and nucleic acid detection, profoundly transforming cellular and metabolic
engineering procedures and opening new possibilities in modern biotechnology. This work
provides a detailed description of prokaryotic CRISPR-Cas immune systems, addressing
their structural and functional diversity as well as their phylogenetic and evolutionary
classification. The mechanisms of action corresponding to the adaptation, expression, and
interference modules are presented, emphasizing how these coordinated stages enable
the recognition, processing, and elimination of foreign genetic material. Further attention is
given to Cas proteins involved in CRISPR defense, including a description of their
functions, structural domains, and mechanistic particularities that determine the specificity
and efficiency of each system. The study also discusses the biotechnological applications
derived from the different CRISPR-Cas types and subtypes, highlighting their impact on
crop improvement, the development of new gene and cell therapies, and the
implementation of high-sensitivity molecular diagnostic platforms. Recent variants
discovered in the last years are reviewed, analyzing their potential to expand the repertoire
of editing and detection tools. These innovations are examined within the framework of
their possible evolutionary origins, linking them to ancestral mechanisms associated with
mobile genetic elements and to the evolutionary dynamics of prokaryotes. Finally, the work
explores how parallel advances in bioinformatics, genomics, and structural analysis have
supported and enhanced the development of CRISPR-derived technologies, enabling
more precise characterization of novel Cas proteins and improving the rational design of
editing systems. The summary concludes with a reflection on the ethical, regulatory, and
legal challenges associated with the widespread adoption of these technologies,
underscoring the importance of responsible use and an appropriate regulatory framework.

Key words: CRISPR-Cas; genome editing; bacterial defense; biotechnological
applications; Cas proteins.
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1 INTRODUCCION

La historia del ser humano ha estado marcada por grandes acontecimientos
que permitieron cambios de paradigma en la sociedad, que son impulsados por la
capacidad del ser humano en percibir su entorno y la realidad que lo rodea. De esta
capacidad nacen varios comportamientos que moldean este avance de la historia: desde
el deseo de justicia frente a escenarios de opresion que luego introducen ideas como la
ética y la moral, hasta el espiritu artistico y creativo que permitié el desarrollo de las
grandes obras en el campo de la musica y la pintura. Entre los motores de conocimiento y
creacion que tiene el ser humano se encuentra la curiosidad, la cual es la impulsa el
avance cientifico, a través de la construccion de conocimiento nuevo.

De esta curiosidad surgen preguntas que dictan el camino del avance
cientifico y tecnolégico. Una de las cuestiones que siempre fue del interés humano fue
determinar el concepto de ser vivo y las caracteristicas que estos presentan para ser
considerados como tal. El estudio de la biologia, y especificamente de la sistematica,
permitié la agrupacion de condiciones que separan lo biético de lo abidtico. De esta forma,
fueron explorados los limites que permitieran a los seres vivos su subsistencia,
pudiéndose encontrar formas de vida en practicamente todos los lugares del planeta. El
avance de herramientas tecnolégicas capaces de ampliar los limites de la vision humana
hizo posible el descubrimiento de las formas de vida mas simples y primitivas: los
microorganismos, los cuales con los avances de la biologia celular fueron agrupados
segun caracteristicas similares. De alli junto con otras técnicas de estudio surge la
clasificacion taxondmica actual de los seres vivos, la cual tiene como mayor division
superior a los dominios biologicos. Los dominios separan a los seres vivos segun la
presencia o no de la estructura del nucleo celular, el cual permite el almacenamiento y
compartimentalizacién del material genético. Aquellos organismos que no presentan
nucleo pertenecen al grupo Prokarya, que se distribuye en dos dominios: Bacteria y
Archaea (MADIGAN et al., 2016). Estos dominios presentan la mayor diversidad y
cantidad de organismos vivos, lo que permite encontrar variedad de ellos que beneficien
al ser humano. Las especies bacterianas nombradas al dia de presente trabajo son
aproximadamente 107 200, mientras que las arqueas conocidas son en torno a 5 800
especies descritas (SQUARTINI, 2025).

Se estima que los organismos procariotas surgieron hace 3900 millones de

afios atras (BETTS et al.,, 2018), y desde los primeros momentos de su existencia
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estuvieron expuestos a presiones adaptativas y selectivas que moldearon los genomas de
estos organismos, permitiendo la evolucion y surgimiento de las especies. Entre los
diferentes factores de selectividad microbiana se encuentran los elementos genéticos
moviles (EGM), los cuales se estima que se originaron en un periodo evolutivo muy
temprano (FROST et al., 2005). Entre los EGM mas representativos se encuentran los
virus, plasmidos y transposones. Un virus es un pequefio agente infeccioso que solo
puede multiplicarse dentro de células vivas, apropiandose de la maquinaria celular del
hospedador para producir mas particulas virales. Los virus consisten en material genético
(ya sea DNA o RNA) encerrado en una capside proteica y, a veces, en una envoltura
lipidica adicional. Son parasitos intracelulares obligados, lo que significa que no pueden
replicarse de manera independiente fuera de una célula hospedadora. La particula viral
completa se denomina virion (KOONIN et al., 2021). Por otro lado los transposones,
también conocidos como elementos transponibles, son segmentos de DNA que pueden
moverse de un lugar a otro dentro de un genoma. Este movimiento, llamado
transposicién, es facilitado por enzimas (transposasas) que a menudo son codificadas por
el propio transposén. Los transposones pueden interrumpir genes, alterar la expresion
génica y contribuir a la evolucion del genoma (HICKMAN; DYDA, 2016). Otro EGM muy
difundido son los plasmidos, los cuales son moléculas de DNA circular de doble cadena,
que existen de manera independiente del DNA cromosémico en células procariotas. Estos
se replican de forma auténoma y a menudo portan genes que confieren caracteristicas
ventajosas, como la resistencia a antibidticos (WEIN; DAGAN, 2020). Desempefan un
papel importante en la transferencia horizontal de genes y en la evoluciéon microbiana, y
se utilizan ampliamente como vectores en ingenieria genética (TOKUDA; SHINTANI,
2024).

La evolucion presenta un caracter competitivo, en el cual las especies van
presentando caracteristicas y cualidades que les permiten tener ventaja frente a otros
organismos con relaciones ecoldgicas negativas, como la depredacion y el parasitismo
(PASTORE et al., 2021). En este sentido, el constante ataque de virus y otros EGM a las
bacterias y arqueas, permitié que estas desarrollen diversas estrategias moleculares que
impidan una invasion exitosa de esas secuencias en el genoma microbiano. Muchas de
ellas impiden de manera general la internalizacion y avance de los ciclos infecciosos de
estos elementos, las cuales podrian ser comparadas con el sistema inmunitario innato de
los vertebrados y organismos superiores. Algunas de estas estrategias son la presencia

de enzimas de restriccion, modificaciones superficiales y mecanismos abortivos
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(MAYO-MUNOZ et al., 2023). Sin embargo, cuando luego de un ataque no exitoso se
genera una memoria que permita lidiar de manera mas rapida con subsecuentes
infecciones del mismo tipo, se puede decir que existe un sistema inmunoldgico adaptativo
(RATH et al., 2015).

A diferencia del sistema inmune adaptativo de los mamiferos (el cual
presenta un gran complejidad e involucramiento de varios 6rganos y tipos celulares), el
sistema adaptativo bacteriano tiene mayor simpleza, pero de igual forma una complejidad
molecular importante. A este sistema se le denomina CRISPR-Cas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats and CRISPR associated; Repeticiones
Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas y asociado a CRISPR)
(HILLE et al., 2018), siendo observado uno de sus elementos en la mitad de la década de
1980. Y. Ishino estaba estudiando la conversion de la fosfatasa alcalina en una de sus
isoenzimas, cuando observé que una secuencia geneética aparecia muchas veces en
clones diferentes de Escherichia Coli, corriente abajo del gen de la fosfatasa alcalina (iap).
Esas secuencias eran complicadas de ser leidas debido a la terminacion no especifica de
reacciones de lectura del secuenciamiento dideoxi M13. Esa finalizacion prematura se
debia a la presencia de secuencias palindromicas de DNA que forman estructuras
secundarias que impiden la terminacion normal de la reaccion, y de las cuales no se
conocia su funcién. Estas regiones fueron denominadas secuencias palindromicas
extragénicas repetitivas, y posteriormente fueron halladas otras secuencias similares en
otras especies bacterianas como Mycobacterium tuberculosis y M. leprae. Estas regiones
al ser altamente polimorficas permitian la caracterizacion de las cepas microbianas
(ISHINO et. al., 2018).

La identificacién de secuencias repetitivas similares en arqueas haldfilas por
Mojica y colaboradores en 1993 permitié un avance en el entendimiento de la funcion de
estos elementos. Fue sugerido que estas repeticiones podrian estar involucradas en la
regulacion de la expresion génica, permitiendo la conversion de la hélice de DNA del tipo
B al Z, lo que permite la estabilizacion de la molécula en un ambiente hiperténico
(MOJICA; JUEZ; RODRIGUEZ-VALERA, 1993). Mientras tanto, el desarrollo de técnicas
de secuenciamiento automatizadas permiti6 el acceso a genomas enteros, lo que
aumentd los hallazgos de estas repeticiones inusuales, generando la utilizacion de
diferentes terminologias para describirlas. Sin embargo, Mojica y colaboradores fueron los
primeros en darse cuenta de la semejanza funcional de estas secuencias entre bacterias
y arqueas (MOJICA et al., 2000). En 2002 fue propuesto el término “CRISPR” para
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denominar a dichas secuencias, el cual fue bien recibido por la comunidad cientifica
(JANSEN et al., 2002). Ademas empezaron a notarse las caracteristicas compartidas de
estas regiones, como la localizacion intergénica, presencia de repeticiones con muy baja
variacidon nucleotidica, presencia de regiones no conservadas entre estas repeticiones y la
presencia de una secuencia denominada “leader”, presente en alguno de los extremos del
conjunto (ISHINO ET. AL., 2018). Adicionalmente, mediante el aumento de genomas en
los bancos de datos y la comparacién entre ellos permitié el descubrimiento de 4 genes
conservados adyacentes a la regién CRISPR, los cuales fueron asociados a las proteinas
asociadas a CRISPR (Cas), en los cuales fueron identificados dominios con funcion
exonucleasa, polimerasa y helicasa, siendo por tanto asociados a la recombinacion y
reparacion del DNA.

En 2005 ocurrié un hallazgo importante, documentado por dos laboratorios
independientes, en el que se relaciona las secuencias no conservadas de la region
CRISPR con secuencias homologas a bacteriofagos, hipotetizando que la presencia de
esas secuencias impedia la infeccion por aquellos virus especificos. La integracion de
estas secuencias debia ocurrir en algun momento de los ataques, lo que permitia generar
una memoria molecular. Esto luego fue confirmado por Bolotin y colaboradores ese mismo
afo, y sugirieron que la region CRISPR podria generar RNAs antisentido, con funcion
similar al sistema de iRNA (BOLOTIN et al., 2005). Sin embargo, el rol del sistema
CRISPR-Cas fue demostrado solo en el 2007, en el que se observo la resistencia de una
cepa bacteriana a la infeccidon por bacteriofagos mediante la introduccién de regiones inter
repeticiones (denominadas “spacers”), con secuencias pertenecientes al bacteriofago en
cuestion. Ademas se confirmd que la eliminacion de estas secuencias generaba
nuevamente la susceptibilidad al virus (BARRANGOU et al., 2007). Mas adelante, van der
Oost y colaboradores demostraron que el RNA generado de la transcripcién de la regién
CRISPR era procesado por genes localizados en las cercanias de esta (BROUNS et al.,
2008).

La cantidad de estudios sobre la region CRISPR y sus asociados crecié
significativamente en los afios siguientes. Uno de los trabajos que llevo al desarrollo de
las aplicaciones biotecnoldgicas del sistema CRISPR fue estudio de este sistema en la
especie bacteriana Streptococcus thermophilus reveld que la presencia de una unica
proteina necesaria para permitir la defensa en este sistema: la Cas9, la cual requiere de
una guia de RNA para ejecutar su funcién (crRNA). Posteriormente fue confirmado que

este complejo es el encargado de digerir la secuencia objetivo in vitro (GRNAEAU et al.,
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2010). A partir de la observacion la generacion de cortes dirigidos en el DNA, algunos
cientificos se plantearon la idea de utilizar los componentes de este sistema para la
sustituciéon de herramientas de edicion genética contemporaneos que presentaban un
gran esfuerzo en el disefio y dificultad en la implementacién, como los son las
meganucleasas, las nucleasas de dedos de zinc y nucleasas efectoras tipo activador de la
transcripcion (TALEN). Entre los afios 2012 y 2013, se disefaron las primeras
adaptaciones de CRISPR-Cas9 para la edicidon genética en células eucariotas, abriendo
una ventana de posibilidades que posteriormente permitiria el desarrollo de herramientas
de diagnostico, tratamiento clinico, mejoramiento genético, entre muchas otras areas de
conocimiento (CONG et al., 2013).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es presentar de manera integral la
estructura, la funcion endogena y las aplicaciones potenciales de todos los sistemas

CRISPR-Cas conocidos, incluidos aquellos descubiertos mas recientemente.
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2 DESARROLLO

2.1 COMPONENTES DEL SISTEMA CRISPR-CAS

En el mecanismo de defensa CRISPR-Cas estan involucradas proteinas
asociadas a CRISPR (proteinas Cas), los RNA no codificantes y las proteinas auxiliares
(las cuales seran mencionadas en las secciones mas adelante). Este sistema contiene
tres etapas: la adaptacion, la expresién y la interferencia (Imagen 1). En la primera etapa
un complejo ribonucleoproteico Cas se une a un DNA objetivo (que podria ser de un
agente invasor como un virus), el cual es reconocido por una secuencia corta de
nucledtidos denominada PAM (del inglés protospacer-adjacent motif, motivo adyacente al
protoespaciador), lo que produce un corte y genera una secuencia corta de DNA
denominada protoespaciador. Esta secuencia es introducida dentro de una regién del
genoma bacteriano denominada arreglo CRISPR, compuesto por secuencias repetitivas y
no repetitivas. La incorporacion es mediada por un complejo formado por dos tipos de
proteinas (Cas1 y Cas2) que introducen el protoespaciador en la cadena lider, pasando a
denominarse espaciador. El espaciador se incorpora adyacentemente a una regidn
repetitiva que debid ser previamente duplicada. Posteriormente ocurre la etapa de la
expresion, también llamada biogénesis del RNA CRISPR, que consiste en la transcripcion
del arreglo CRISPR para formar un pre-crRNA, que luego es procesado en las regiones
repetitivas para generar los crRNAs. Por ultimo ocurre la etapa de interferencia, la cual es
mediada por un complejo multiproteico o por una proteina de dominio unico. En esta
etapa el crRNA generado es utilizado como guia por otra proteina CAS para reconocer
secuencias idénticas o muy semejantes (como virus o plasmidos) a la secuencia del
espaciador (proceso mediado por complementariedad de bases del espaciador y
reconocimiento de sitios PAM). Una vez encontrada una coincidencia ocurre el corte e
inactivacion de la secuencia objetivo (NIDHI et al., 2021; MAKAROVA et al., 2020).
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Imagen 1 — Mecanismo de defensa por CRISPR-Cas.

Espaciador Repeticion

— cas distintiva > cas1 > cas2>- cas accesoria >— W
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l

crRNA “uﬂ
N el

Protoespaciador PAM

Fuente: Adaptado de BARRANGOU; MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2022
Nota: El arreglo CRISPR tipico contiene la matriz de repeticiones y espaciador, flanqueada por genes cas.
Entre ellos estan cas1 y cas2, conservados casi universalmente y responsables de la adquisicién de nuevos
espaciadores. Otros genes cas definen el tipo de sistema y participan en la biogénesis del crRNA y en la
etapa de interferencia. Durante la adquisicion, fragmentos cortos del DNA invasor se integran en la matriz
CRISPR, acompafiados por la duplicacion de la repeticién. En la biogénesis del crRNA, la matriz se
transcribe y procesa en pequefios crRNAs, que luego guian al complejo efector hacia su secuencia diana.
En los sistemas de tipos I, Il y V, el crRNA reconoce DNA complementario adyacente a un motivo PAM. En

los tipos 11l y VI, el complejo efector usa el crRNA para dirigirse a RNA complementario del invasor.

2.1.1 Locus CRISPR

El arreglo CRISPR esta conformado por varios elementos que permiten su
correcta funcidon. Corriente arriba de la primera secuencia repetitiva se encuentra el
leader, el cual es una region donde se encuentran los promotores CRISPR y permite la

correcta adquisicion de nuevos espaciadores, de modo a que estos se ubiquen mas cerca
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del leader. Esta secuencia no suele estar conservada entre organismos de la misma
especie. Luego se encuentran las secuencias repeticidn-espaciador. Las repeticiones
normalmente tienen entre 23 a 55 pares de bases, aunque es mas comun encontrar
repeticiones de 25, 28 y 36 pares de bases, y en el genoma de una especie se
encuentran altamente conservadas. La mayoria de bacterias presentan repeticiones las
cuales poseen secuencias complementarias internas, de modo que al ser traducidas el
pre-crRNA forma un bucle, lo que ayuda a determinar los sitios de procesamiento. Los
espaciadores normalmente son similares en tamafo, variando unos pocos nucleétidos y
teniendo una longitud entre 32 y 37 nucledtidos de longitud. Las secuencias de los
espaciadores son altamente variables entre diferentes cepas, e indicarian un potencial
registro cronolégico de elementos genéticos invasores. Existe cierta evidencia de
dinamismo en el contenido de espaciadores, en el que a medida que son afadidas
nuevas secuencias se remueven las mas viejas. Este mecanismo permitiria la viabilidad
del sistema CRISPR en la célula hospedera (MOJICA et al., 2013).

2.1.2 Genes cas

En relacion a las proteinas Cas, no existen genes relacionados a ellas
compartidos por todos los sistemas CRISPR-Cas, pero existen algunos que son mas
abundantes. Para la etapa de adaptacion, las enzimas responsables por insertar el
protoespaciador dentro del arreglo CRISPR son la Cas1 (con funcion integrasa) y la Cas2
(nucleasa generalmente inactivada con funcién estructural), las cuales son las mas
difundidas. Ademas de ellas pueden estar presentes la nucleasa Cas4 (exonucleasa
ssDNA), Csn2 o una transcriptasa reversa (en algunos sistemas tipo Ill). En la etapa de
expresion se encuentran involucradas las proteinas de procesamiento. En la mayoria de
los tipos |, la Cas6 es la responsable de esta actividad. En el tipo Il, el procesamiento se
realiza por la RNasa lll bacteriana (la cual se encuentra fuera del arreglo CRISPR),
mientras que en los tipos V y VI el procesamiento ocurre debido a la accion de una unica
proteina CAS con multiples dominios, encargada igualmente de las etapas sucesivas
(Cas12 y Cas13 respectivamente). En la etapa de interferencia (también denominada
modulo efector), el reconocimiento y escisidn de acidos nucleicos en la clase 1 involucra
la presencia de las proteinas Cas3, Cas5 (con dominio de unién al extremo 5’ del crRNA),

Cas 7 (con dominio de unién al crRNA y en algunos sistemas con funcién ribonucleasa),
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Cas8 (involucrada en el reconocimiento a PAM), Cas10 (subunidad grande con actividad
polimerasa, ciclasa y nucleasa) y Cas11 (subunidad pequefa que interactua con el
crRNA), en diferentes combinaciones dependiendo del tipo y subtipo. En contraparte, el
modulo efector en la clase 2 es representado por una unica proteina: Cas9, Cas12 o
Cas13 dependiendo del tipo de sistema (BHATIA; SHUKLA; YADAYV, 2023).

Cuadro 1 — Proteinas Cas principales del sistema CRISPR-Cas.

Familia Funcioén y estructura

Cas1 Desoxirribonucleasa dependiente de metal que funciona como integrasa
durante la adaptacion. Normalmente forma complejo con Cas2. Presenta
dos dominios: un dominio N-terminal tipo lamina 3 y un dominio

C-terminal tipo hélice a catalitica.

Cas2 Algunas son RNAsas especificas de U-rich, otras son
desoxirribonucleasas bicatenarias, pero algunas estan inactivadas.
Forman un complejo estrecho con Cas1 y parecen proporcionar una

estructura para la adaptacion. Pertenecen a la superfamilia de dominios

RRM (ferredoxina).

Cas3 Nucleasa de ssDNA dependiente de metal (dominio HD) y helicasa;
necesaria para la interferencia en sistemas de tipo |. En algunos

sistemas los dominios estan separados (Cas3' helicasa y Cas3" HD).

Cas4 Nucleasa de la superfamilia PD-(D/E)xK con cuatro cisteinas
conservadas coordinando un centro [4Fe-4S] o [2Fe-2S]; corta ssDNA
en direccion 5’ —3’. Asiste en la seleccion del protoespaciador y

reconocimiento del PAM.

Casb Subunidad del complejo CASCADE que interactua con la subunidad
grande y con Cas7, y se une al extremo 5’ del crRNA. En el subtipo I-C,
Cas5 es la ribonucleasa activa que reemplaza la funcion de Cas6.
Posee dos dominios RRM (ferredoxina). En algunos sistemas tipo Ill el

dominio C-terminal esta deteriorado y no se une al RNA.
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Casb6

Endorribonucleasa dependiente de metal que genera crRNAs. Contiene

dos dominios RRM (ferredoxina), pertenece a la superfamilia RAMP.

Cas7

Subunidad del complejo CASCADE que une crRNA; no esta presente en
complejos de tipo Ill. En sistemas tipo Il cumple funcién de escision de
crRNA. Es una proteina alargada rica en dominios RRM. Perteneciente

a la superfamilia RAMP.

Cas8
(subunidad

grande)

Subunidad del complejo CASCADE de clase 1, involucrada en el
reconocimiento del PAM. Es multimodular, aunque diferentes familias de
Cas8 no comparten homologia de secuencia, presentan funciones

equivalentes en los complejos efectores.

Cas9

Proteina efectora de los sistemas de tipo Il, nucleasa programable de
DNA. Contiene dominios RuvC y HNH que cortan cada hebra del DNA
objetivo. Cas9 reconoce el PAM y genera crRNA y tracrRNA para dirigir
el corte. También participa en la adaptacion en algunos sistemas.
Presenta varios subdominios, incluyendo dominios RuvC, HNH y un

I6bulo C-terminal que reconoce PAM.

Cas10
(subunidad
grande tipo

11))

Subunidad grande de complejos de tipo Ill. Sintetiza oligoadenilatos
ciclicos que actuan como moléculas senalizadoras. Posee dos dominios
similares a Palm (polimerasas y ciclasas), un dominio con dedos de Zny
un dominio C-terminal tipo hélice a. Puede estar asociado a un dominio

HD.

Cas11
(subunidad

pequefia)

Proteina pequefia, principalmente a-helicoidal, subunidad de complejos
CASCADE tipo I; interactua con el crRNA. En muchos sistemas se
fusiona con la subunidad grande Cas8. Existen variantes: Cse2 con dos
dominios tipo haz de hélices; Csm2 y Cmsf poseen dominios similares a

los encontrados en otros sistemas tipo |.

Versao Final Honol ogada
13/ 01/ 2026 08:31



22

Cas12 Proteinas efectoras de tipo V, nucleasas programables de DNA. Cas12
contienen un dominio RuvC activo responsable del corte de ambas
hebras de la secuencia diana. Cas12 puede poseer un subdominio

adicional involucrado en procesamiento de pre-crRNA. Algunas
variantes (tipo V-I) codifican una tracrRNA para procesar pre-crRNA
junto con una RNasa bacteriana. Cas12 adopta forma bilobulada y
contiene subdominios como HNH inactivo y dominios OB plegados para
unir crRNA.

Cas13 Proteinas efectoras de tipo VI, nucleasas programables de RNA.
Contienen dos dominios HEPN responsables del corte de RNA. Cas13a
y Cas13d estan involucradas en el procesamiento de pre-crRNA. Una
vez activadas por el reconocimiento de RNA, actuan como nucleasas
inespecificas que cortan RNA cercano. Son proteinas multidominio con

forma bilobulada.

Cas14 Proteina distintiva del tipo VII. Se une a un RNA objetivo y lo corta de
manera secuencial de 5’ a 3’. Presenta un dominio catalitico 3-CASP

dependiente de zinc.

Fuente: Adaptado de MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2022.

2.1.3 crRNA y tracrRNA

La caracteristica interesante que otorga al sistema CRISPR-Cas su forma
especifica de combate a las infecciones de los EGM es la presencia de las nucleasas
guiadas por RNA, las cuales son las encargadas de reconocer la secuencia objetivo
mediante la unién complementaria de bases es el crRNA. Estos RNA son generados a
partir del arreglo CRISPR y forman un complejo ribonucleoproteico junto con las proteinas
Cas. Inicialmente la transcripcion de la secuencia ocurre a partir del leader en el que se
encuentra el promotor, generando una secuencia pre-crRNA. Esta molécula presenta
generalmente estructuras secundarias en forma de bucles debido a que las repeticiones
poseen secuencias internas de bases complementarias. Estos bucles permiten que las

enzimas encargadas del procesamiento y generacion de crRNA individuales funcionales
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puedan unirse y escindir en sitios especificos. Ademas, en ciertos tipos de sistemas
CRISPR-Cas, el procesamiento es auxiliado por otro RNA no codificante denominado
tracrRNA (del inglés trans-acting crRNA, crRNA transactivante), el cual se une
complementariamente a las repeticiones formando un regién de RNA de doble cadena, el
cual posteriormente es procesado por otras nucleasas. Una vez que el pre-crRNA es
seccionado, la unién con las proteinas Cas es mediada por dominios de unién a RNA, que
interactian con las estructuras en bucle contenidas en las repeticiones, y en ciertos,
casos, el tracrRNA auxilia en la estabilidad del complejo (KARVELIS; SIKSNYS, 2022).

2.2 MECANISMO DE DEFENSA ENDOGENO

2.2.1 Adaptacion (integracion de espaciadores).

La adaptaciéon es el proceso de adquisicion de nuevos espaciadores
dentro del arreglo CRISPR, en la cual estan involucradas las proteinas Cas1y Cas2 en la
gran mayoria de los sistemas, por lo que estas proteinas son las mas conservadas en
relacion a todas las otras proteinas Cas. La nueva adicion a partir de los
protoespaciadores puede ocurrir por adquisicién de novo (en inglés naive acquisition) o
primada (del inglés primed acquisition). El primer tipo de mecanismo de adaptacion es
aquel que permite la incorporacion de secuencias de DNA que nunca entraron en
contacto anteriormente con el organismo. Este tipo de adquisicion esta mediada
principalmente por factores externos al sistema CRISPR, como lo es la recombinasa
RecBCD, la cual permite la generacién de secuencias dsDNA lineales que posteriormente
son capturadas por el complejo de adaptacién Cas1-Cas2 y se insertan en el arreglo
CRISPR. Es importante mencionar que la generacion de dsDNA lineal dentro de la célula
ocurre en lugares donde existe una constante reparacion del DNA, la cual puede ser
provocada por la presencia de particulas infecciosas. De este modo, son adquiridas
secuencias que pueden resultar de situaciones problematicas para el metabolismo celular,
impidiendo que puedan causar dafio. Ademas, es importante resaltar que el genoma
bacteriano esta compuesto por cadenas de DNA circulares (DNA gendmico y plasmidico),
lo que en principio impediria la insercion de estas en el arreglo CRISPR y genere algun
tipo de autoinmunidad. El segundo tipo de mecanismo de adaptacion consiste en la
insercion de secuencias dsDNA lineales generadas a partir de las nucleasas CRISPR,
requiriendo la presencia del crRNA complementario a la secuencia objetivo
(BARRANGOU; MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2022).
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2.2.2 Expresion y maduracion del pre-crRNA (biogénesis del crRNA).

La produccion de los crRNA que permitan dirigir la actividad nucleasa
ocurre a partir de la transcripcion del arreglo CRISPR, generando una molécula
precursora denominada pre-crRNA, la cual es procesada mediante el corte en las
regiones repetitivas, generando crRNAs, los cuales contienen la secuencia espaciador y
regiones parciales de las regiones repetitivas. El procesamiento puede ocurrir por RNasas
bacterianas, por un complejo multiproteico conformado por otros tipos de Cas o por una
proteina Cas de cadena unica multidominio, en donde puede encontrarse involucrados
otros RNA no codificantes con funcién estructural y auxilio al procesamiento (BHATIA;
SHUKLA; YADAYV, 2023).

2.2.3 Interferencia (corte de DNA o RNA invasor).

Una vez producido el crRNA funcional, este debe unirse a la nucleasa
efectora encargada del clivado de las secuencias objetivo. Esta union puede mediada por
multiples subunidades pertenecientes a un complejo proteico o dominios de una una
proteina multidominio, siendo en algunos casos también requerida la presencia de otros
RNA no codificantes utilizados de andamio. La interaccion del crRNA con las proteinas
Cas ocurre en la region repetitiva de este, lo que deja libre al extremo encargado de
unirse a la secuencia complementaria objetivo, la cual puede ser DNA o RNA, de cadena
simple o doble. El reconocimiento del objetivo generalmente tiene puntos de control que
permiten la distincion de secuencias enddgenas del huésped y exdgenas. Una vez que el
complejo ribonucleoproteico se encuentra activo, este busca regiones denominadas PAM
(del inglés protospacer adjacent motif, motivo adyacente al protoespaciador), las cuales
se encuentran en alguno de los flancos de la secuencia objetivo complementaria al
crRNA. Segun el tipo de sistema, esta region tiene una secuencia de bases caracteristica,
la cual puede variar entre 2 a 4 nucledtidos. Mediante la interaccion de esta region con
dominios o subunidades proteicas especificos, el complejo detecta la presencia de un
posible invasor y procede a continuar con la fase de la interferencia. Si es reconocida una
region PAM, el complejo ribonucleoproteico sigue una serie de arreglos conformacionales

que permiten la separacion local de las hebras (en el caso de dsDNA), y permite realizar
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el segundo punto de control: el reconocimiento de la secuencia semilla. Esta secuencia se
encuentra normalmente inmediatamente a continuacion de PAM, y para que la
interferencia sea finalizada se requiere de la complementariedad perfecta de dicha
secuencia con el crRNA, teniendo entre 5 a 8 nucledtidos de longitud. Si dicha
coincidencia ocurre, los nucleétidos restantes del crRNA son pareados con el resto de la
secuencia objetivo, donde en dicha unién pueden ser tolerados errores de apareamiento.
La confirmaciéon de la asociacion permite cambios conformacionales del complejo que
permiten la exhibicién del sitio catalitico y posterior corte de la hebra (o hebras). Los
dominios cataliticos con actividad nucleasa de DNA caracteristicos encontrados en las
enzimas Cas son el HNH, HD y RuvC; mientras que el dominio de corte RNA
caracteristico encontrado es el HEPN (MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2022; PLAGENS et
al., 2015).

2.3 CLASIFICACION GENERAL DE LOS SISTEMAS CRISPR

Los sistemas CRISPR-Cas son clasificados segun la relacion evolutiva
entre los loci CRISPR-cas existentes, ademas de la comparacion de la composicion de
genes, estructura de los loci y la filogenia. Segun la arquitectura de los modulos efectores
involucrados en las etapas de procesamiento de crRNA e interferencia, los sistemas
CRISPR pueden clasificarse en dos clases, siguiendo la clasificacion realizada mas
reciente, la cual fue publicada en noviembre de 2025 (Imagen 2). La clase 1 presenta los
modulos efectores compuestos por varias proteinas Cas y otras auxiliares, las cuales se
encargan de la expresion, procesamiento e interferencia. La clase 2, por el contrario,
presenta una unica proteina con multiples dominios que realizan todas las actividades de
las etapas mencionadas. Luego de las clases, la siguiente jerarquia de clasificacién son
los tipos de sistemas, existiendo siete distintos segun las proteinas Cas distintivas. Los
tipos I, Ill, IV y VIl pertenecen a la clase 1, y los tipos Il, V y VI pertenecen a la clase 2. En
relacion a las proteinas Cas, no existen genes relacionados a ellas compartidos por todos
los sistemas CRISPR-Cas, pero existen algunos que son mas abundantes. Los tipos
pueden subdividirse en subtipos que a su vez pueden tener variantes, generando asi una
clasificacion dependiente de semejanzas funcionales, estructurales y filogenéticas.
(MAKAROVA et al., 2020, 2025).
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Imagen 2 — Clasificacion de los sistemas CRISPR-Cas.
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Fuente: Adaptado de MAKAROVA et al., 2025

Nota: En los sistemas CRISPR-Cas de clase 1, los mdédulos efectores estan formados por multiples
proteinas Cas que se ensamblan en un complejo unido al crRNA para reconocer y cortar el blanco, mientras
que en la clase 2 un unico efector multidominio cumple todas estas funciones. El subtipo IlI-E es una
excepcion dentro de la clase 1, pues posee un unico efector con dominios derivados de sistemas IlI-D. El
esquema muestra la organizacién genética, estructural y funcional de los siete tipos de sistemas
CRISPR-Cas, indicando con lineas discontinuas los componentes prescindibles o ausentes en algunos
subtipos. Cas6 se representa como variable: esencial en la mayoria de los sistemas tipo | pero dispensable
en algunos, y aportado en trans en la mayoria de los tipo Ill. El tipo VII incluye el efector exclusivo Cas14,
compuesto por una RNasa B-CASP y un dominio homdlogo al extremo C-terminal de Cas10. Los colores
asignados a Cas9, Cas10, Cas12 y Cas13 reflejan que intervienen en distintas etapas de la actividad
CRISPR-Cas. Los dominios CARF (sensor) y HEPN (efector RNasa), a menudo fusionados, son frecuentes
en los mdédulos auxiliares del tipo 1ll, junto con sensores y efectores alternativos. Fuente: MAKAROVA et al.,
2025.

2.3.1 Clase 1: complejos multiproteicos (tipos I, Ill e 1V).

Los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 actualmente estan subclasificados
en 4 tipos (I, I, IV y VII) y 21 subtipos. Todos estos sistemas comparten cierta
organizacion de los complejos efectores y los andamios necesarios para generar su
estructura funcional. La presencia de dominios de reconocimiento a RNA (RRM, del inglés
RNA recognition motif) presentes en subunidades grandes y pequenas del complejo
permite una arquitectura uniforme de manera general, con diferencias en la posicion y
cantidad de estos dominios (MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2022; MAKAROVA et al.,
2025).
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2.3.1.1 Tipo |

Los sistemas de tipo | son los mas abundantes en el mundo microbiano, siendo
la proteina Cas distintiva la Cas3, que generalmente presenta funcion helicasa vy
nucleasa, pero pueden codificarse en genes diferentes en algunos subtipos y variantes.
Presenta 7 subtipos (desde el I-A a I-G), en los cuales se presentan 8 genes cas (Cas1 al
Cas8), pudiendo estar codificados por un solo operén o varios. En el subtipo I-A y I-B, la
funcién de Cas3 se encuentra distribuida en dos diferentes subunidades (nucleasa y
helicasa), asi como la Cas8, que presenta subunidades separadas. En el subtipo I-C la
Cas6 fue perdida y su funcion fue reemplazada por Cas5. En el subtipo I-D, la funciéon
nucleasa de Cas3 se traslada a la Cas10d, que no muestra otras funciones presentes en
el tipo Ill como la polimerasa y ciclasa. En subtipo I-E se observa la presencia de la
subunidad grande Cas8e y la subunidad pequena Cse2. El subtipo I-F presenta la fusiéon
de Cas2 y Cas3. El subtipo |-G presenta dos fusiones unicas: Cas1 y Cas4, y Cas5 con
Cas6 (MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2013).

El mecanismo de adaptacion general relativo al tipo | es mediado por un
complejo que presenta una proporcion de 4:2 de las proteinas Cas1 y Cas2
respectivamente (Imagen 3). Estas pueden seleccionar secuencias de dsDNA o ssDNA
con una doble hebra parcial en las cuales se detecta las secuencias PAM (por ejemplo 5’
CTT en E. coli), que luego son procesadas por nucleasas del huésped (como DNA pol Il y
ExoT) o del sistema CRISPR (como Cas4) que generan extremos cohesivos con
extensiones 3'. El fragmento es llevado por el complejo hasta la region leader del arreglo
CRISPR, y con la ayuda de factores endégenos como IHF (integration host factor, factor
de integracion del hospedador) se media la desestabilizacion de las hebras de la primera
repeticion al lado del leader y se produce el ataque del extremo 3’ del pre-espaciador a la
region entre el leader y la primera repeticion. Luego como paso final la secuencia PAM es
retirada (dejando una C terminal) y el extremo restante también produce un ataque
nucleofilico con su extremo 3’. Posteriormente ocurre la desnaturalizacion de la repeticion
que permite la completa insercion del nuevo espaciador. Finalmente ocurre la sintesis de
cadenas complementarias y ligacion por polimerasas y ligasas del huésped (RICHTER et
al., 2014; VAN DER OOST, 2022).
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Imagen 3 — Mecanismo de adaptacién observado en los sistemas CRISPR de tipo I.
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Fuente: Adaptado de VAN DER OOST, 2022.
Nota: A) Esquema del primer ataque nucleofilico en el sitio leader, realizado por la extension 3' no-PAM del
pre-espaciador cargado en el complejo Cas1-Cas2. En E. coli, la desestabilizacion del repeat adyacente al
lider, promovida por la union del factor de integracion IHF al lider, favorece la insercion de nuevos
espaciadores en el extremo leader-proximal del arreglo CRISPR. B) Mecanismo paso a paso de la
integracion de espaciadores mediada por Cas1-Cas2: (i) el complejo Cas1-Cas2 une fragmentos de DNA
de doble hebra que contienen PAM, tras lo cual exonucleasas no-Cas recortan las extensiones 3' generando
un pre-espaciador asimétrico; (ii) la extensién 3' sin PAM ataca el sitio leader mientras se recorta la
extension 3' que contiene PAM; (iii) la extensiéon 3' derivada del PAM ataca el sitio secundario; (iv—v) la
repeticion se desestabiliza y se desnaturaliza; (vi) una DNA polimerasa no-Cas sintetiza la segunda hebra; y

(vii) una ligasa no-Cas sella los huecos mediante enlaces covalentes. Fuente: VAN DER OOST, 2022.

El complejo efector de la clase 1 se lo denomina como complejo
CASCADE-crRNA (CRISPR-associated complex for antiviral defense, Complejo Asociado
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a CRISPR para la Defensa Antiviral), y su primera caracterizacion se dio en el estudio del
subtipo I-E en E. Coli (Imagen 4). Se observé que 11 subunidades proteicas eran
necesarias para el procesamiento y capacidad de corte especifico pertenecientes a las
clases: Cas5, Cas6, Cas7, Cas8 y Cas11. El procesamiento del crRNA es realizado por la
subunidad Cas6. El proceso de reconocimiento del DNA obijetivo inicia cuando la region
PAM de este se une a Cas8, lo que permite la separacion de la doble hebra de manera
local. En ese estado, el inicio de la complementariedad de bases entre crRNA y el DNA
objetivo ocurre en una regién denominada “semilla”, que determina la continuacién del
proceso de interferencia. Si en esta secuencia ocurren errores de apareamiento, el
proceso se detiene. Si ocurre un apareamiento perfecto, la hebra se separa aun mas,
permitiendo la unién de toda la extension del crRNA al DNA objetivo, en la cual se pueden
tolerar ciertos errores. De esta forma se construye un bucle R, el cual es caracteristico del
proceso de interferencia de la mayoria de los sistemas CRISPR. Luego de estas etapas,
si la union fue exitosa, se recluta a la Cas3 para realizar el corte de la secuencia no
objetivo, la cual es enrollada hacia el dominio nucleasa generando mas de un corte en la
misma hembra y liberando el fragmento. La hebra no cortada genera un bucle que es
expuesto a otras nucleasas, permitiendo que ocurra un dano severo en el DNA y se
impida la infeccién por el EGM (COOPER; STRINGER; WADE, 2018; VAN DER OOST,
2022).

Imagen 4 — Complejo de interferencia observado en los sistemas CRISPR de tipo I.

Cas11

Cas3

Fuente: XU et al., 2023.
Nota: Disposicion de las subunidades en el complejo CASCADE-crRNA. Cas5 se une al extremo 5’ del
crRNA. Cas7 forma el esqueleto del complejo, pudiendo tener actividad nucleasa. Cas 6 procesa el

pre-crRNA en la etapa de la biogénesis, siendo reclutada en paso posterior a la formacion del complejo. Cas
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11 permite la estabilizacion del complejo con el crRNA, asi como Cas8.

Entre las aplicaciones documentadas de este sistema CRISPR se encuentran
algunas como la edicion genética y la regulacion transcripcional. La edicion genética
puede generarse mediante la delecion de fragmentos cromosémicos o plasmidiales por
autoreconocimiento de los sistemas CRISPR, los cuales pueden ser introducidos de forma
sintética. Estas deleciones pueden utilizarse como métodos de contraseleccidn, donde las
bacterias que sean transformadas con los genes CRISPR-Cas dirigidos a secuencias
cromosdémicas resultan en muerte celular. Este sistema puede ser acoplado a la adicién
de genes exodgenos, que puede lograrse mediante la insercion de moldes de DNA junto
con los componentes del sistema CRISPR. De este modo las nucleasas Cas generan
cortes dobles en la doble hélice en lugares donde se requiere la insercion de un gen, que
al generar dafio en el cromosoma los sistemas de reparacion utilizan estrategias de
recombinaciéon homéloga (HDR) que requieren de los moldes de DNA con extremos que
presentan homologia a la region a ser reparada (Ver Imagen 18). Si la regidn
cromosémica no ha sido recombinada exitosamente, las nucleasas Cas atacarian esa
region no modificada generando toxicidad y eliminando a las bacterias no recombinantes.
Sin embargo, el uso de los sistemas de edicion genética programada fueron
reemplazados casi en su totalidad por las nucleasas Cas del tipo I, que son mas precisas,
desplazando a los sistemas de tipo | en este tipo de aplicaciones. La nucleasa Cas3
encargada de realizar el corte en la region objetivo presenta un caracter destructivo que
no permite su uso para cortes de precision, por lo que fueron probadas otras estrategias
de edicién utilizando otras nucleasas fusionadas al complejo CASCADE junto con sefiales
nucleares, lo que resultd en eficiencias por encima del 50% (VAN DER OOST, 2022;
BROUNS; VAN DER OOST, 2023).

Ademas, con la inactivacion de la nucleasa Cas3, los sistemas de tipo | pueden
utilizarse para generar reduccién de la actividad transcripcional, bloqueando la actividad
de la RNA polimerasa en promotores inactivados por la presencia de complejos
CRISPR-Cas en ellos, pudiéndose regular la expresion génica de varios genes a la vez.
Ademas, pueden generarse complejos fusionados a activadores de la transcripcién que
pueden modular positivamente la expresiéon de promotores especificos. De este modo se
puede estudiar la funcién de genes en rutas metabdlicas de interés (JIANG et al., 2013;
SHEN et al., 2013).
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2.3.1.2 Tipo lll

El sistema CRISPR-Cas de tipo Ill es el segundo mas abundante en relacion a
todas las especies de bacterias y arqueas completamente secuenciadas. La gran
diversidad de estructuras, componentes y funciones de los sistemas encontrados, sin
embargo, presentan al tipo Ill como el mas complejo de todos. Este tipo presenta 9
subtipos (llI-A a llI-l), en los cuales la proteina Cas distintiva es las Cas10. En estos
sistemas la caracteristica mas distintiva en relacién a los sistemas de tipo | es el
reconocimiento de secuencias objetivo de RNA, donde las enzimas de corte pueden tener
una doble funcién nucleasa, escindiendo el DNA y RNA. Este hecho conlleva a
variaciones en las etapas de adaptacién e interferencia (DENG et al., 2013; MAKAROVA
et al., 2025).

La adquisicion de nuevos espaciadores fue descrita en sistemas de tipo 11I-B de
la especie Marinomonas mediterranea. En ellos se observa la presencia de una proteina
Cas2 y una Cas1, la cual presenta un dominio con actividad retrotranscriptasa,
permitiendo la insercion de fragmentos de dsDNA y ssRNA al arreglo CRISPR. En
relacion a la insercién de fragmentos de cDNA generados a partir de RNA, existen
incertezas en relacidon a la generacion de crRNA funcionales a partir de estos, debido a
que la orientacion de insercion del cDNA podria generar crRNAs que sean exactamente
iguales a las secuencias objetivo (no complementarias), dando a la respuesta inmune un
50% de efectividad (ZHANG et al., 2022).

Para la formacion del complejo efector funcional se requiere que el arreglo
CRISPR sea transcrito, generando un pre-crRNA que es procesado por Cas6 en los
bucles creados en las secuencias repetitivas (Imagen 5). El corte ocurre hacia el extremo
3’ de bucle, lo que produce la formacion de un crRNA intermediario que presenta un tag
en el extremo 5 (perteneciente a la repeticion corriente arriba), el espaciador y el bucle
(perteneciente a la repeticion corriente abajo). Este fragmento es transferido desde la
Cas6 al complejo efector formado por la proteina Cas10 y subunidades auxiliares como
Csm2 (conocida también como Cmr5) o Csm5 (conocida también como Cmr6) en los tipos
[lI-A y 1lI-B respectivamente. Luego de la unidon al complejo, el crRNA intermedio es
clivado en su extremo 3’, lo que elimina el bucle y una regidon 3’ terminal del espaciador.
Esta funcion es realizada por una nucleasa enddgena polinucledtido fosforilasa (PNPase),
la cual es reclutada por Csmb5. Las subunidades que forman el esqueleto estructural del

complejo (denominadas Csm3 o Cmr4) se encargan de proteger el extremo 5’ del crRNA
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intermediario y funcionan como una regla molecular definiendo la longitud de los cortes. El
tag del crRNA se une a las subunidades Cas10 y Csm4, mientras el espaciador se liga
Csm3 (también conocida como Cmr4) y Csm2 (ICHIKAWA et al., 2017).

Imagen 5 — Mecanismo de interferencia encontrado en el sistema CRISPR de tipo Il
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Fuente: Adaptado de STELLA; MARRAFFINI, 2024.
Nota: Cuando el DNA blanco es transcrito por la RNA polimerasa, el crRNA del complejo Cas10—-Csm/Cmr
reconoce el RNA invasor complementario. Esta unién activa tres procesos: (1) el dominio HD de Cas10
degrada ssDNA, probablemente generado en la burbuja de transcripcién; (2) el dominio “palm” de Cas10
sintetiza oligoadenilato ciclico (cOA) a partir de ATP, el cual activa la RNasa inespecifica Csm6/Csx1;y (3) la
subunidad Csm3/Cmr4 corta el RNA diana, rompiendo el apareamiento con el crRNA y desactivando ambos
dominios de Cas10. También se observa a la derecha de la imagen como ocurre la activacion de las

nucleasas no especificas mediante los cOA (cA en la imagen) degradan RNA.

Posteriormente, el complejo efector queda funcionalmente activo para reconocer
secuencias objetivo complementarias al crRNA. Fue observado que estas secuencias son
de RNA, pertenecientes a los transcritos de los agentes invasores. Es probable que el
complejo efector se asocie a estos transcritos de manera inmediata tras su sintesis por la
RNA polimerasa. ElI crRNA interactia por su extremo 3’ con la secuencia objetivo
inicialmente, lo que causa un cambio conformacional en Cas10 que permite ampliar un
canal interno por donde pasa el heteroduplex crRNA-RNA objetivo. Esto permite que se
volteen bases del espaciador en intervalos de 6 bases, permitiendo la estabilizacion del
heteroduplex dentro del complejo (MARRAFFINI, 2022).

La reorganizacion de Cas10 permite la activaciéon de 2 dominios internos. El
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primero de ellos es el dominio HD que degrada ssDNA de forma no especifica,
produciendo el corte de la hebra no transcrita. Esto sugiere que la destruccion eficiente de
DNA invasores solo ocurre cuando la tasa de transcripcion de estos es alta, como es la
situacion de fagos de ciclo litico y genes de expresiéon temprana. En cambio se genera
una mayor tolerancia a fagos lisogénicos que no presentan una fuerte expresion de sus
genes. El segundo dominio activado es aquel con funcién polimerasal/ciclasa, que
convierte el ATP en oligoadenilados ciclicos (cOA) de 2 a 6 unidades de adenosina. Estas
moléculas sirven como segundos mensajeros, los cuales activan proteinas accesorias que
presentan un dominio de union a ellos, como el dominio CARF (de CRISPR-associated
Rossmann fold, pliegue Rossmann asociado a CRISPR). Este es el caso de las proteinas
Csm6 y Csx1 que al unirse a cOA activan un dominio RNasa denominado HEPN (higher
eukaryotes and prokaryotes nuclease; dominio de union a nucleétidos de eucariotas
superiores y procariotas). La actividad catalitica de este dominio permite la degradacion
de RNA de forma no especifica, permitiendo la degradacién de los transcritos invasores,
cuando la degradacién de DNA no es eficiente. Sin embargo, los RNA del huésped
también son degradados, lo que causa la detencion temporal del crecimiento celular,
permitiendo la depuracion total del DNA invasor antes que puedan producir particulas
virales, ademas de prevenir el escape de fagos con mutaciones en la secuencia objetivo
(MARRAFFINI, 2022).

La activacion de Csm6 (o Csx1) puede generar toxicidad celular, por lo que
existen algunas formas de evitar su actividad prolongada. Una de ellas es la degradacion
del heteroduplex crRNA-RNA objetivo por Csm3 en los intervalos de bases volteadas.
Esta degradacién permite que la generacion de segundos mensajeros se detenga. Sin
embargo, las Csm6 ya activas no se detienen por este mecanismo, sino por la escision
del cOA de la proteina. Esto ocurre mediante un mecanismo interno de Csm6, lo que
indicaria que la actividad RNasa no ocurre por mucho tiempo. También fueron observados
otros mecanismos de escision externos a Csm6, que requieren de mayor caracterizacion
(MARRAFFINI, 2022).

Un problema de la activacién de corte de RNA colateral es que la produccion de
transcritos del arreglo CRISPR en sentido opuesto generaria complementariedad con las
moléculas de crRNA, lo que activaria al sistema de tipo Il innecesariamente. Este tipo de
transcripcion ocurre esporadicamente, pero podria generar problemas relacionados a la
degradacion de RNAs endoégenos como mecanismos de muerte abortiva. Estas

situaciones son superadas debido a que la complementariedad de las secuencias
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objetivos con el tag del crRNA impide la activacidn de los dominios cataliticos de Cas10.
Este mecanismo también permite evitar la autoinmunidad por reconocimiento de
secuencias endogenas, lo que en otros sistemas es realizado por la region PAM en la
secuencia objetivo. Se observé que variaciones de las regiones flanqueantes a la region
de complementariedad con el crRNA no disminuyen la inmunidad generada por algunos
sistemas CRISPR de tipo lll. Otros estudios muestran que en ciertas especies si podria
existir una region PAM de RNA que deba ser primeramente reconocida antes de activar
las funciones del complejo efector (ESTRELLA; KUO; BAILEY, 2016).

Esta coexistencia de mecanismos de autorreconocimiento podria ser explicada
debido a que varios sistemas de tipo Ill se relacionan a sistemas de tipo |, por una posible
coevolucién que generd el uso cruzado de componentes entre sistemas. Esta diversidad
de sistemas de tipo lll también muestra la existencia de Cas10 sin dominio CARF
(permitiendo solo la habilidad DNAsa del dominio HD) en los subtipos IlI-D, y por el
contrario, Cas10 sin el dominio HD (solo con actividad RNasa colateral) en los subtipos
[1I-C. Otro subtipo resaltante es el llI-E, que no presenta Cas10 ni dominio CARF-HEPN,
en el que ademas las subunidades Cas7 y Cas11 se encuentran fusionadas en una unica
proteina multidominio, y se observa la presencia de proteinas auxiliares Csx29 (una
proteasa similar a caspasa). Este subtipo por lo tanto no presenta actividad DNAsa ni
RNAsa colateral, y solo se conserva el sitio de procesamiento del pre-crRNA presente en
Cas7. Este hecho podria hacer suponer que el subtipo IlI-E no pertenece a la clase 1 de
sistemas CRISPR, sin embargo esta clara la evolucion de este tipo de sistema a partir del
tipo Il tipico. Una mejor caracterizacion de estos sistemas permite el entendimiento mas
profundo de la funcion y diversidad de los sistemas CRISPR-Cas (KAZLAUSKIENE et al.,
2017).

Entre las aplicaciones biotecnoldgicas posibles de los sistemas CRISPR tipo lll
se encuentra defensa antiviral, que representa un problema en la industria de produccion
asociada a microorganismos. Los sistemas de tipo Il son dos veces mas robustos frente a
los sistemas de tipo Il por ejemplo, debido a que para escapar de la inmunidad los fagos
requieren de condiciones que podrian afectar su viabilidad productiva, como lo es la
acumulacion de multiples mutaciones en regiones de protoespaciadores, que pueden
estar vinculadas a genes esenciales. Por tanto, la utilizacion de componentes importantes
para la ingenieria de resistencia a fagos y la biologia sintética permite activar respuestas
celulares amplias, incluida la activacion de efectores auxiliares (por ejemplo proteinas

CARF), que amplia su utilidad para la inmunidad a nivel poblacional y, potencialmente,
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para el control programable del destino celular (CHOU-ZHENG; HATOUM-ASLAN, 2019).
Otra aplicacion de los sistemas de tipo Ill es en el uso para diagndstico y deteccidon de
acidos nucleicos. Las actividades de escision doble de RNA y DNA, junto con su
amplificacion de sefal intrinseca, permiten la deteccion rapida de patégenos como
SARS-CoV-2 con sensibilidades clinicamente relevantes, incluso sin amplificacién del
objetivo. Plataformas diagnésticas como SCOPE aprovechan estas propiedades para
lograr una deteccidn flexible y rigurosa (SANTIAGO-FRANGOS et al, 2021; STEENS et al,

2021).
2.3.1.3 Tipo IV

Los sistemas CRISPR tipo IV presentan una gran variabilidad de composicion
genética, sugiriendo una fragmentacion evolutiva de sistema de tipo Ill. La proteina

distintiva es denominada Csf1, la cual presenta un pequefo tamafio y realiza la funcién de
la subunidad grande del complejo efector, cumpliendo funciones clave de reconocimiento,
union al objetivo. Existen actualmente 3 subtipos (IV-A a IV-C) segun la organizacion del
operon cas. En los subtipos IV-A 'y IV-B la organizacién Cas5-Cas7-Csf1 es la encontrada.
En el subtipo IV-C la proteina Csf1 presenta poca similaridad con los anteriores subtipos,
la cual posee una actividad nucleasa por la presencia de un dominio HD derivado de
Cas10, presentandose como un sistema intermedio entre los sistemas de tipo Il y tipo IV.
Otra caracteristica del tipo IV es la presencia de proteinas accesorias exclusivas como la
helicasa DinG (IV-A), la reductasa inactivada APS/PAPS CysH (en IV-B) y helicasa del
sistema RecD (IV-D) (MOYA-BELTRAN et al., 2021; MAKAROVA; WOLF; KOONIN,
2022).

En relacibn al mecanismo de adaptacion, resalta la ausencia de genes
mediadores de la adquisicion de nuevos espaciadores, lo que sugiere que este proceso
esta dirigido por complejos adaptativos de otros sistemas CRISPR que coexisten en el
huésped (como por ejemplo el tipo |). Esta evidencia es apoyada por la gran similaridad
de los arreglos CRISPR de tipo IV con arreglos de otros sistemas, en especial con el tipo
I-E. Otro factor es la presencia de regiones PAM en los protoespaciadores de los que
derivan los espaciadores pertenecientes a los arreglos CRISPR de tipo IV, los cuales
presentan la secuencia PAM caracteristica de los sistemas de tipo | (-AAG-)
(PINILLA-REDONDO et al., 2020).

La presencia de nucleasas semejantes a Cas6 aparentemente exclusivas del

tipo IV muestran que la construccion de complejos funcionales depende del
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procesamiento del pre-crRNA por enzimas del conjunto de genes del arreglo CRISPR de
los sistemas de tipo IV (OZCAN et al., 2019).

La gran diferencia de este sistema CRISPR es que, a excepcidn del tipo IV-C, no
existe una nucleasa reconocida con funciéon catalitica, por lo que la funciéon del
mecanismo de interferencia parece restringirse a bloqueos de replicacion de transcripcion
o replicacion. Esta idea es reforzada observandose que este tipo de sistemas solo se
encuentran en fagos, plasmidos y elementos conjugativos, representado un papel en la
competicion entre EGM. Ademas, la comparacion de los espaciadores dentro de los
arreglos CRISPR de tipo IV demuestra que casi la mayoria provienen de regiones
relacionadas a la maquinaria conjugativa de plasmidos. Por lo tanto el mecanismo de
interferencia no involucraria directamente el corte de secuencias, si no que se valeria de
otras estrategias con ayuda de proteinas no pertenecientes al sistema CRISPR. Entre las
estrategias de interferencia se pueden encontrar la desestabilizacion de las horquillas de
replicacion, la separacion de las hebras facilitando el acceso a enzimas de restriccion,
modificacion epigenética para el silenciamiento génico y bloqueo de la RNA polimerasa y
factores de transcripcion. En conjunto, estos mecanismos generan ventajas moleculares
en la lucha por recursos celulares contra otros EGM (PINILLA-REDONDO et al., 2020).

2.3.2 Clase 2: proteina unica multifuncional (tipos Il, V e VI)

La segunda clase referente a la clasificacion de los sistemas CRISPR-Cas es
caracterizada por la presencia de una unica proteina grande multidominio efectora. Los
sistemas CRISPR de clase 2 son relativamente infrecuentes en los procariotas, ya que
solo alrededor del 10% de los genomas bacterianos analizados los contienen, y su
aparicion en arqueas es muy rara. El descubrimiento de esta clase permitio el desarrollo
de herramientas que involucran edicidon genética, que son altamente eficientes y
selectivas (MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2022).

2.3.2.1 Tipo Il

Uno de los sistemas CRISPR que impulsé el desarrollo de técnicas innovadoras de
edicién genética es el tipo Il, en el cual participa la proteina distintiva Cas9, implicada en
las tres etapas de la respuesta defensiva mediada por CRISPR. El descubrimiento de esta

herramienta posibilité un avance significativo en los experimentos de edicion genética en
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comparacion con las tecnologias de manipulacion genética utilizadas previamente (ZHU,
2022).

Los sistemas de tipo Il son clasificados en 4 diferentes subtipos (II-A a 1I-D), siendo
agrupados segun la composicion de los genes cas presentes. En el subtipo |I-A se
presentan los genes cas9, cas1, cas2y csn2. En el subtipo II-B se encuentran los mismos
genes, donde csn2 es reemplazado por cas4. En el subtipo II-C no se observan
homodlogos a cas4 o cns2. El subtipo II-D fue recientemente descubierto, y esta
caracterizado por presentar una Cas9 menor y un conjunto de genes cas no asociados a
ningun otro conocido (MAKAROVA et al., 2025).

El proceso de adaptacion de los sistemas de tipo Il es similar al mecanismo
encontrado en los sistemas de tipo |, donde la presencia de Cas1 y Cas2 es fundamental
para la insercion de nuevos espaciadores en el arreglo CRISPR. Sin embargo existen
otras proteinas que también participan de este proceso. En el subtipo Il-A, todas las
proteinas presentes en el locus cas (cas1, cas2, csn2y ca9) intervienen en la adaptacion,
donde las proteinas Cas9 y Csn2 presentan actividades relacionadas a la captacién de las
secuencias nucleotidicas. Se intuye que Cas9 esta involucrada en el reconocimiento de la
secuencia PAM, que permite la distincion de secuencias invasoras de secuencias
endogenas. En el subtipo II-B Csn2 es sustituida por Cas4, que en el tipo | permite la
digestion de extremos pertenecientes a la doble hebra que posee la secuencia del
protoespaciadores. Se desconoce si Cas4 realiza la misma funcién en el subtipo II-B. En
el subtipo II-C no estan presentes Cas4 ni Csn2, lo que indicaria que Cas9 y el complejo
Cas1-Cas2 realizan el trabajo, o son utilizados factores del huésped auxiliares (KA et al.,
2018; KARVELIS; SIKSNYS, 2022).

La etapa de biogénesis del crRNA requiere la transcripcion del arreglo CRISPR, lo
que genera el pre-crRNA que debe pasar por un proceso de maduracion (Imagen 6). Esta
maduracion es realizada por la RNAsa endogena RNAsa 1l y otras nucleasas todavia no
conocidas. Ademas se requiere la presencia de un RNA no codificante transactivador
(tracrRNA), el cual es complementario a las repeticiones. Esta union genera un duplex
que permite el procesamiento por la RNAsa Ill, aunque la ausencia de esta enzima no
impide la finalizacion exitosa de la maduracién. Fue observado que en la especie
Streptococcus pyogenes se genera un crRNA maduro de 42 nucledtidos (donde el
espaciador presenta 20 nucledtidos en el extremo 5’ y la repeticion 22 nucleétidos en el
extremo 3’) y una molécula residual de RNA. El subtipo |I-C se observd que la expresion

inicia en promotores internos dentro de las repeticiones, lo que genera crRNAs que no
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necesitan ser procesados en el extremo 5 (CHARPENTIER et al., 2015; KARVELIS;
SIKSNYS, 2022).

Imagen 6 — Procesamiento del pre-crRNA en los sistemas CRISPR de tipo Il.
pre chNA —

tracrBNA 0359

ﬂ {[ RNAsa Il O

l

Nucleasano —
identificada >

l

Complejo RNP Cas9

Fuente: Adaptado de KARVELIS; SIKSNYS, 2022.
Nota: Biogénesis del crRNA en sistemas de tipo II: el tracrRNA codificado en trans se aparea con la region
de repeticion del pre-crRNA en presencia de Cas9, formando un duplex de RNA que es reconocido y
escindido por la RNasa lll endégena. Un procesamiento adicional, mediado por una nucleasa aun no

identificada, genera el extremo 5’y produce el crRNA maduro de aproximadamente 42 nucledtidos.

La interferencia ocurre luego de la formacién del complejo ribonucleoproteico de
Cas9 con el duplex parcial crRNA-tracrRNA, siendo la molécula objetivo dsDNA. El
reconocimiento del objetivo ocurre mediante la interaccion con la region PAM presente en
su secuencia. Luego de este reconocimiento inicia la formacion de un bucle R que permite
la ligacidon del crRNA a la secuencia objetivo por complementariedad de bases, que una
vez confirmada permite la escisibn de cada una de las hebras del DNA obijetivo. Este
corte es mediado por la proteina Cas9 que cliva las dos hebras del dsDNA objetivo en el
mismo sitio, produciendo extremos romos (HILLARY; CEASAR, 2023).
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Imagen 7 — Estructura del complejo efector de los sistemas CRISPR de tipo Il 'y

mecanismo de corte.

Lobulo de
reconocimiento

HNH

Dominio
Nucleasa
RuvC

Dominio de
interaccion
con PAM

Ruptura dsDNA de extremos romos

5' I
3 I

A Dominio 3: SgRNA
. Nucleasa , L

Fuente: Adaptado de DETURK, 2025.
Nota: Forma bilobular del complejo Cas9-crRNA, con la presencia de los dominios cataliticos (RuvC y HNH)
y de interaccion con el heteroduplex crRNA-DNA objetivo (de interaccion a PAM). A la derecha se observa el

corte realizado por el complejo.

Debido a la importancia actual que presenta la proteina Cas9 en aplicaciones de
edicién genética, la estructura proteica y el mecanismo por el cual es generado el corte en
las hebras estan bastante estudiados (Imagen 7). La Cas9 es una proteina que presenta
dos l6bulos, uno involucrado en el reconocimiento del objetivo (REC) y otro con actividad
nucleasa (NUC). En el medio de estas estructuras se encuentra un espacio cargado
positivamente que permite el ingreso de la secuencia objetivo, el cual se estructura luego
de un cambio conformacional causado por la uniéon del duplex crRNA-tracrRNA. En el
I6bulo NUC se encuentran las dos regiones con actividad nucleasa (HNH y RuvC) y el
dominio de union a PAM (Pl), el cual es expuesto cuando el complejo ribonucleoproteico
es formado. La deteccion de una region PAM en el extremo 3’ del objetivo genera arreglos
estructurales que permiten la formacién de un bucle R, donde se requiere una
complementariedad de bases del crRNA con el objetivo en una region semilla de 10 a 12
nucledtidos (ya mencionada anteriormente para otros sistemas), que una vez confirmada
permite la extension de la unidon hacia el extremo distal a PAM. La formacion del bucle
permite que las hebras se posiciones en los dominios cataliticos, situandose en HNH la

hebra complementaria al crRNA y la no complementaria en RuvC. Una vez posicionadas
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las hebras se produce el doble corte, lo que reestructura al I6bulo REC. Este hecho
genera multiples interacciones de la Cas9 con el DNA clivado, lo que causa su
inactivacién catalitica (SHMAKOQV et al., 2015).

Debido a la actividad relativamente simple, eficiente y especifica de Cas9 para
generar un corte en dos hebras (DSB), la enzima recibié mucha atencion en los ultimos
afos debido a las aplicaciones biotecnoldgicas que se pueden obtener. La mas difundida
es la utilizacion para la edicién genética, que implica a la maquinaria de reparacion de
DNA enddgeno de la célula que esta siendo modificada. Cuando ocurre un corte de doble
cadena en el DNA gendémico de una célula (generado por Cas9) se activan dos
mecanismos de reparacion para evitar la muerte celular: la unién de extremos no
homologos (NHEJ) y la recombinacion homdloga (HDR) (Ver Imagen 18). EI mecanismo
deseable en la edicidn génica es el segundo, en el que es otorgada una secuencia molde
con extremos homologos para reparar un corte de doble cadena. De este modo,
introduciendo una plantilla con una secuencia de interés se puede modificar el DNA
gendmico, causando un knock-in génico (ZHU, 2022). Sin embargo, el mecanismo de
NHEJ (en el cual DSBs son reparados mediante la reunion de los extremos generados)
genera pequefas deleciones que normalmente resulta en la modificacién de los marcos
abiertos de lectura de los genes, que genera una inactivacion génica (knockout) que
puede utilizarse en estudios de expresion y funcion proteica (WYMAN; KANAAR, 2006).

El mecanismo de edicion génica mediante reparacién dirigida por homologia (HDR)
es conocido desde hace mas de dos décadas. Sin embargo, anteriormente se empleaban
otros sistemas de corte, como TALENS, nucleasas de dedos de zinc y meganucleasas, los
cuales se caracterizan por un diseio complejo y un desarrollo experimental laborioso
(Zhu, 2022). Con la llegada de CRISPR-Cas9 rapidamente se pudieron desarrollar
trabajos de edicion génica en células humanas, levaduras, plantas, peces, entre otros
(KARVELIS; SIKSNYS, 2022).

Se pueden citar diversas aplicaciones relacionadas a la edicién génica con Cas9,
que involucran la activacion, introduccion o silenciamiento de diferentes genes. Entre las
areas de investigacion involucradas se encuentran el tratamiento de enfermedades y el
mejoramiento de caracteristicas vegetales en la agricultura. Como ejemplos relacionados
a la salud se encuentran la creacion de modelos de estudio para la terapia del cancer, el
analisis de la funcién génica y el tratamiento de enfermedades hereditarias como la

fibrosis quistica. En el area de la agricultura se pueden mencionar la mejora en la calidad
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nutritiva vegetal y sabor de los alimentos, y la resistencia a pesticidas y enfermedades
infecciosas (BHATIA et al, 2023).

Otra aplicacién del sistema CRISPR-Cas9 es la utilizacion de una Cas9 con sus
dominios nucleasa inactivados. Cuando se produce la inactivacion de uno de ellos se
produce una enzima nickasa, capaz de generar un corte individual en una hembra de
DNA (Cas9n), que se permite realizar cambios precisos de un solo nucleétido sin
introducir rupturas de doble cadena. Ademas reduce el riesgo de truncamientos
cromosomicos, deleciones e inserciones no deseados, lo que lo hace preferible para la
edicidn genética terapéutica y el modelado de enfermedades. Los enfoques que utilizan
una unica nickasa se consideran mas seguros para aplicaciones clinicas, ya que evitan la
genotoxicidad asociada con las roturas de doble cadena (ANZALONE et al., 2019).

La inactivacion de ambos dominios nucleasa da lugar a una Cas9 cataliticamente
inactiva (dCas9), la cual puede emplearse como bloqueador de la RNA polimerasa y de la
DNA polimerasa, debido a su union especifica a secuencias diana. Ademas, la fusion de
dominios con distintas actividades puede generar enzimas con distintas funciones. Por
ejemplo, la unidn de dominios activadores o represores de la transcripcion permite la
modulacion de la expresion génica, en la que pueden utilizarse sistemas de segundos
mensajeros para producir o reprimir la actividad. Asimismo, la fusién de dominios con
actividad metilasa o acetilasa permite modular la epigenética molecular, lo que puede
emplearse como un mecanismo adicional de regulacién génica. Otra funcion puede ser la
de rastreo molecular, que puede ser realizada por la fusion de la Cas9 a dominios
reporteros (como proteinas fluorescentes). La edicidn génica de unico nucleétido puede
también producirse por la presencia de dominios desaminasas fusionados a la dCas9, que
permiten cambios de C a T o de A a G (HSU; LANDER; ZHANG, 2014; KARVELIS;
SIKSNYS, 2022).

2.3.2.2 Tipo V

Los sistemas CRISPR-Cas de tipo V no son muy difundidos en la naturaleza,
representando un 10% de todos los sistemas CRISPR conocidos. La proteina Cas
distintiva de este sistema es la Cas12, la cual tiene un unico dominio nucleasa de tipo
RuvC, semejante a aquel presente en las proteinas TnpB (transposasa B). En la ultima

clasificacion de 2025, fueron documentadas al menos 13 subtipos pertenecientes al tipo V
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(V-A a V-Q), que se encuentran distribuidos mayormente en bacterias, pero ya se
documentaron en arqueas (MAKAROVA et al., 2025).

La Cas12 presenta una estructura bilobular similar a Cas9, con los l6bulos REC
y NUC igualmente. El I6bulo REC tiene la funcién de estabilizar la interaccion del
heteroduplex formado entre el crRNA y la secuencia objetivo, mientras que el I6bulo NUC
presenta el dominio catalitico RuvC, que es el unico conservado entre todos los subtipos
pertenecientes al tipo V. Ademas dentro de NUC se encuentra el dominio PI, el dominio
OBD (dominio de unién a oligonucledtidos, conocido también como wedge domain) y el
dominio TSL (del inglés target-strand loading, acoplamiento de la hebra obijetivo,
anteriormente llamado dominio NUC).

La adaptaciéon de los sistemas de tipo V ocurre de manera similar a los otros
sistemas CRISPR. El complejo Cas1-Cas2 es el encargado de la insercion de nuevos
espaciadores en el arreglo CRISPR, acciéon que es ayudada por otras proteinas auxiliares
como Cas4 (encargada de digerir los extremos de las secuencias de DNA que poseen el
protoespaciadores para ajustarlos a las caracteristicas de insercion) y/o otras endoégenas
del huésped. Segun el subtipo de sistema, la combinacion de proteinas requeridas varia.
En el subtipo A, B, E, F y L se requieren a Cas1, Cas2 y Cas4; en el subtipo C, D y O solo
a Cas1; mientras que en los subtipos G, H, |, J, K, M, N, P y Q no se observan proteinas
de adaptacion. En los subtipos V-C y V-D son integrados espaciadores de menor tamafo
en relacion a los otros subtipos (MAKAROVA et al., 2025).

Ya en la etapa de expresion, la transcripcion del arreglo CRISPR genera el
pre-crRNA que puede ser procesado directamente por Cas12 mediante el dominio RuvC
(subtipo J), otro dominio nucleasa interno dentro del dominio OBD en la regién 5’ de las
repeticiones (subtipos A e |), mediante la ayuda de tracrRNA y endonucleasas enddgenas
(subtipos B, E, F, G, Ky L), o solo la presencia de scoutRNAs que procesan el extremos
3’ de los espaciadores (en los subtipos C y D) (BECKETT, RAMACHANDRAN; BAILEY,
2022).

El mecanismo de interferencia de los sistemas tipo V pueden generar cortes en
ssRNA, dsDNA o SSDNA (Imagen 8). Algunas variantes de Cas12 presentan actividad no
especifica de corte de ssDNA o ssRNA (pocas variantes conocidas). El reconocimiento de
la secuencia objetivo ocurre en dsDNA con una region PAM presente. La interaccion es
mediada de manera similar que los sistemas de tipo Il, donde se produce un bucle R, se
reconoce la region semilla adyacente a PAM y luego se une toda la extension del crRNA.

La region PAM presenta generalmente una extension de 2 a 4 nucledtidos, y se ubica
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hacia el extremo 5 de la secuencia objetivo. El reconocimiento de PAM ocurre por los
dominios OBD, Rec1 y PI. Luego inicia el traslado de la secuencia objetivo a la region en
el medio de los I6bulos y ocurre la invasién del crRNA en la regién semilla que genera un
heteroduplex crRNA-DNA objetivo, desplazando a la hebra no objetivo y posicionandola
en el dominio RuvC. El sitio activo de RuvC presenta una “tapa” que lo cubre, y la cual es
abierta cuando el crRNA-DNA obijetivo interactuan con los dominios del I6bulo REC. De
este modo ocurre el corte de la hebra no objetivo en el extremo distal a PAM. Luego del
corte, el producto distal a PAM es liberado de la enzima pero el residuo proximal a PAM
permanece ligado. Esto genera inestabilidad estructural que expone la hebra objetivo al
sitio catalitico, lo que causa posteriormente el corte de dicha hebra (BECKETT,
RAMACHANDRAN; BAILEY, 2022).

Imagen 8 — Estructura del complejo efector del sistema CRISPR de tipo V y mecanismo

de corte.
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Fuente: Adaptado de DETURK, 2025.
Nota: Estructura bilobular del complejo Cas12-crRNA, observandose los dominios de union a al
heteroduplex crRNA-DNA objetivo (dominio de interaccion a PAM y TSL) y el dominio catalitico (RuvC). A la

derecha se observa el corte realizado por el complejo.

En algunas variantes de Cas12 como en los subtipos F y G puede ocurrir un
corte independiente de PAM en ssDNA o ssRNA. En Cas12f fue observado que el corte
ocurre corriente arriba de la region de complementariedad en ssDNA, requiriendo de un

tracrRNA auxiliar y de una secuencia semilla interna en el medio de la region
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complementaria. En Cas12g solo fue observada la actividad catalitica con secuencias
ssRNA, que también requiere de un tracrRNA (BECKETT, RAMACHANDRAN; BAILEY,
2022).

Luego del corte del dsDNA objetivo (corte en cis) y la liberaciéon del producto
distal a PAM, casi todas las variantes Cas12 (menos Cas12k) presentan una actividad
catalitica colateral del dominio RuvC, generando cortes en moléculas ssDNA (corte en
trans). Este corte puede activarse de forma robusta o ser ineficiente segun el tipo de
variante. La Cas12g es la unica que ademas de reconocer objetivos de ssRNA, luego de
ser activada puede clivar colateralmente ssDNA o ssRNA. La activacién colateral del
dominio RuvC ocurre debido a que luego de la union del duplex crRNA-dsDNA objetivo a
la Cas12, la estructura que recubre el sitio catalitico cambia de conformacion
exponiéndolo, lo genera el corte del dsDNA objetivo. Sin embargo luego de la liberacién
del residuo distal a PAM, esta tapa no se reajusta, dejando la configuracién activa y
disponible para el corte de otras secuencias. La activacion del corte en trans es
provocada por el reconocimiento de PAM en moléculas dsDNA. Sin embargo este
reconocimiento no es necesario cuando la secuencia complementaria a crRNA se
encuentra en una molécula ssDNA. Diferencias de complementariedad entre el crRNA y el
DNA objetivo disminuyen la tasa de corte en trans, mientras que si estas diferencias
ocurren en secuencias semilla cercanas a PAM el corte en trans es inhibido. Este
mecanismo es regulado por la alta produccion de crRNAs, lo que permite que una vez
utilizado uno para la deteccidon de objetivos, ocurra un reemplazo rapido por otros
disponibles, permitiendo la formacion del bucle R nuevamente (PAUL; MONTOYA, 2020;
CHEN et al., 2018).

Las aplicaciones de los sistemas CRISPR de tipo V son similares a aquellas
encontradas en los otros sistemas. La edicién genética altamente especifica de algunas
variantes como Cas12i generan un potencial de uso muy amplio, evitando efectos no
deseados de cortes fuera del objetivo, que presentan algunos tipos de Cas9. Otra variante
interesante es la Cas12c, la cual posee una secuencia de reconocimiento PAM de
5-TN’-3’, lo suficientemente corta para explorar un gran niumero de objetivos moleculares.
La actividad en frans de Cas12 puede ser utilizada para disenar sistemas de deteccion de
acidos nucleicos. El sistema de deteccién de DNA en trans dirigido con endonucleasas
CRISPR (DETECTR) utiliza la Cas12, su crRNA guia y sondas fluorescentes (Imagen 9).
La Cas12 encuentra su secuencia objetivo (ssDNA o dsDNA) guiado por el crRNA

asociado y se une a ella causando un corte en una region especifica. Este hecho provoca
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la activacion de la actividad de corte en trans no especifica (corte colateral). Esa accion
no especifica permite el corte de sondas de ssDNA con un fluoréforo y un quéncher, lo
que causa la emision de fluorescencia y la deteccion de la sefal. Este sistema de
deteccion muestra ventajas de sensibilidad, especificidad y facilidad de manejo en
relacion a otros sistemas de deteccion como por ejemplo aquellos basados en PCR.
(HILLARY; CEASAR, 2020).

Imagen 9 — Mecanismo de deteccion de acidos nucleicos por la técnica DETECTR.
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|

Fuente: MUSTAFA; MAKHAWI, 2021
Nota: Esquema del funcionamiento del sistema DETECTR, acoplado a una etapa de amplificacion por RPA
(amplificacion por polimerasa recombinasa). Primero, la reaccion RPA amplifica la secuencia objetivo
(mostrada en rosa) generando multiples copias de DNA de doble hebra. Estas copias amplificadas son
posteriormente reconocidas por el complejo Cas12 guiado por crRNA, que se une especificamente a la
secuencia complementaria. Una vez activado por la uniéon al DNA objetivo, Cas12 adquiere actividad de
corte colateral, escindiendo indiscriminadamente sondas de DNA marcadas, lo que produce una sefal

detectable que indica la presencia del blanco genético.

Otro uso del método DETECTR es aquel que permite el diagnostico de
enfermedades virales. Un ejemplo es el diagnéstico del virus de la encefalitis japonesa.
Normalmente la enfermedad es diagnosticada por RT-PCR, ELISA u otros ensayos, los
cuales requieren de mucho tiempo de trabajo y son menos accesibles en paises en vias
de desarrollo. El uso del método DETECTR (y su variante OP DETECTR) presentado en
el trabajo de Kwak et al. (2023) ofrece una alternativa rapida, de una alta sensibilidad y

con menores falsos positivos 0 reacciones cruzadas en relacion a otros métodos

Versao Final Honol ogada
13/ 01/ 2026 08:31



46

mencionados (ELISA), llegando a detectar desde 10 moléculas por reaccion. Ademas
abre las puertas al desarrollo de test rapidos baratos y simples que pueden ser utilizados
en lugares donde no existe una buena infraestructura laboratorial (KWAK; PARK; SONG,
2023).

2.3.2.3 Tipo VI

El sistema CRISPR-Cas de tipo VI fue descubierto mediante la busqueda de
marcos abiertos de lectura proximos al gen de Cas1 (debido a su alto nivel de
conservacion). En esta busqueda fueron identificados dominios HEPN, que poseen
actividad endoribonucleasa. La proteina que porta este dominio fue denominada Cas13y
constituye la proteina caracteristica de este sistema CRISPR. Se trata de una nucleasa de
ARN multidominio y de cadena unica. Estructuralmente, Cas13 exhibe la arquitectura
bilobular tipica de los sistemas de clase 2, compuesta por los I6bulos REC y NUC. El
I6bulo REC se encarga del reconocimiento del crRNA mientras que el I6bulo NUC
contiene los dominios HEPN1 y HEPNZ2. El sistema tipo VI presenta 6 subtipos (VI-A a
VI-F), siendo los subtipos VI-E y VI-F los mas recientemente descritos. Las diferencias
entre subtipos subyacen en la diferente combinacion de conjuntos de genes cas, donde
por ejemplo los subtipos VI-B y VI-C no presentan Cas1 ni Cas2 asociados para el
proceso de adaptacion (MAKAROVA et al., 2025).

El mecanismo de adaptacion y expresion en este tipo de sistemas CRISPR no
difiere demasiado de los otros sistemas CRISPR. La insercion estd mediada
principalmente por el complejo Cas1-Cas2 relativas al conjunto de genes cas, que en
caso de no estar asociados al arreglo CRISPR de tipo VI (como en VI-B y VI-C), este es
proveido por otros sistemas CRISPR. Se observé ademas en el subtipo VI-A la asociacion
de dominios RT con Cas1 para la incorporacion de secuencias originales de RNA, similar
a los sistemas de tipo Ill. En la etapa de expresion el arreglo CRISPR es transcrito a un
pre-crRNA, que como en el tipo V con Cas12, es procesado por la misma proteina
efectora del médulo de interferencia (Cas13). Inicialmente la interaccion con el pre-crRNA
ocurre en estructuras secundarias de las regiones repetitivas, o genera cambios
estructurales que permiten la activacion del sitio catalitico de Cas13. El tamafio de un
crRNA varia aproximadamente entre 53 y 60 nucledtidos, donde la secuencia derivada de
la repeticion tiene 30 nucledtidos y el espaciador entre 23 y 30 nucledtidos, donde en los
subtipos VI-A, -C y -D las repeticiones se ubican hacia el extremo 5’, y en el subtipo VI-B
hacia el extremo 3’ (MOLINA-SANCHEZ et al., 2024).
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La etapa de interferencia esta guiada por el complejo crRNA-Cas13, el cual
reconoce secuencias de RNA obijetivo. En ellas fue encontrada una region denominada
secuencia adyacente al protoespaciador (PFS, del inglés protospacer flanking sequence)
que puede encontrarse en los dos extremos 3’ y 5, la cual tiene una funcién similar a la
region PAM de los sistemas de deteccion de DNA, de modo a distinguir moléculas
invasoras y endégenas. Si la region PFS (que puede ser de un solo nucleétido) presenta
complementariedad con la repeticion del crRNA, la actividad nucleasa de Cas13 es
inhibida. Cabe resaltar que no todos los subtipos involucran el uso de una regién PFS.
Para la produccion de un corte a secuencias de RNA objetivo se requiere ademas de la
complementariedad de bases entre el crRNA y una regiéon semilla, que normalmente se
encuentra en la regién central del protoespaciador. Errores de apareamiento de un
nucledtido en la region semilla reducen la actividad de HEPN, mientras que dos errores la
inhiben totalmente. Se observé que errores de apareamiento fuera de la regién semilla
inhiben el corte pero no la union al objetivo (O'CONNELL, 2019).

Luego de la unién exitosa al objetivo se produce el corte de la secuencia de
RNA, el cual puede ocurrir en A o U segun el subtipo. La realizacion de trabajos sobre el
estudio del corte de mRNAs de proteinas exdgenas provoco la observacidon de que luego
de este hecho ocurre el detenimiento del crecimiento o muerte celular, segun la
concentracion de la secuencia objetivo. Esto sugirié que la Cas13 presenta una actividad
ribonucleasa colateral posterior al corte especifico de la secuencia objetivo, al igual que
Cas12. Dicha actividad fue confirmada, lo que provee al sistema una defensa de tipo
toxina-antitoxina o muerte por infeccion abortiva, lo que aumenta la sensibilidad de la
interferencia impidiendo el escape de particulas mutantes. Esta actividad colateral ocurre
debido a la naturaleza del sitio activo en HEPN, que se encuentra expuesto al medio. La
separacion del crRNA de la Cas13 permite la exposicion del sitio activo a nuevos RNAs,
contrario al sistema CRISPR de tipo Il, donde Cas9 mantiene uno de los productos del
corte, permaneciendo inactiva (ABUDAYYEH; GOOTENBERG, 2022).

Existen proteinas asociadas a algunos sistemas CRISPR de tipo VI, como por
ejemplo algunas de dominios transmembrana involucrados en la degradacién o captacién
de DNA exogenos en el subtipo VI-B. Algunas de estas proteinas son Csx27 y Csx28
(esta ultima presenta un dominio HEPN), que pueden inhibir o reforzar el mecanismo de
interferencia mediante la interaccion con la proteina Cas13. En el subtipo VI-D la
interferencia es potenciada por la proteina WYL, promoviendo la actividad colateral de
Cas13 (MAKAROVA et al,. 2019).
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Las aplicaciones de los componentes del sistema CRISPR de tipo VI son muy
variadas, en el ambito de trabajos de manipulacion de RNA (Imagen 10). Una de ellas es
la produccién de knockdown génico (silenciamiento parcial temporal), que mediante la
adicion de senales de localizacion nucleares puede ser utilizado para el estudio de la
expresion génica en multiples genes en simultaneo. La utilizacion de Cas13 se mostro
mas eficiente para el silenciamiento de genes que la técnica de iRNA, siendo mas
especifica y con menos cortes fuera del objetivo. En relacién a la actividad colateral, fue
observado que en algunas células eucariotas esta no ocurre (como en algunas células
humanas) mientras que en otras si se observa (células de glioma). Esto podria deberse a
que el ambiente citoplasmatico eucariota es mas denso y con mecanismos de proteccion
a moléculas de RNA. El uso del corte programado por Cas13 puede utilizarse en la
terapia oncogénica, degradando mRNAs de oncogenes activos esenciales de forma
especifica sin afectar a células sanas. Ademas el uso en terapias antivirales mediante el
transporte de sistemas de tipo VI permite la eliminacion de virus de RNA como el
SARS-CoV-2 (ABUDAYYEH; GOOTENBERG, 2022).

Imagen 10 — Aplicaciones de Cas13.
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Fuente: Adaptado de GRANADOS-RIVERON; AQUINO-JARQUIN, 2018.
Nota: La imagen ilustra tres aplicaciones del sistema Cas13 en la manipulaciéon del RNA. A) Cas13 activa
reconoce un mMRNA objetivo mediante un crRNA complementario y lo degrada, lo que permite realizar
knockdown génico. B) Una versién inactiva de Cas13b (dCas13b) se fusiona a la desaminasa ADAR2 para
formar el sistema REPAIR, que edita RNA al convertir selectivamente una adenina en inosina sin cortar la
molécula. C) dCas13b se fusiona a un dominio funcional (proteina fluorescente) para visualizar y seguir en

tiempo real moléculas individuales de RNA en células vivas.

Otros usos de la actividad programable de Cas13 incluyen la modulacion del
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splicing alternativo, la localizacion de moléculas de RNA, edicién de base unica y disefio
de sistemas de deteccidon. Estas aplicaciones requieren del uso de una Cas13 inactiva
(dCas13) semejante a dCas9. En lo referente a la manipulacion del splicing alternativo,
mediante dCas13 se puede mediar la inclusidén o exclusién de secuencias intrénicas o
exonicas, la cual se produce por programar la union de proteina en sitios de empalme
(secuencias aceptoras o donadoras), de este modo manteniendo o excluyendo
fragmentos del mRNA. La localizacion molecular de RNAs puede producirse mediante la
ligacion de una dCas13 fusionada a proteinas cromogénicas como GFP, que con la
utilizacion de varios tipos de sefiales se pueden marcar diferentes moléculas. Por otro
lado, la edicidon de secuencias de RNA puede generarse mediante el empleo de dCas13
fusionada a desaminasas como ADAR1 o ADAR2, que modifican bases nitrogenadas (por
ejemplo de A a |, que es reconocida como G). De esta forma surgen técnicas como
REPAIR (del inglés RNA editing for programmable A to | replacement, edicion de RNA
para la sustitucion programable de A por I) o RESCUE (RNA editing for specific C to U
exchange, edicion de RNA para el intercambio especifico de C por U) (COX et al., 2017;
ABUDAYYEH; GOOTENBERG, 2022).

Del mismo modo que el empleo de Cas12 para deteccion de secuencias DNA, la
utilizacién de Cas13 puede permitir evaluar la presencia de moléculas de RNA especificas
en una muestra. La técnica denominada SHERLOCK (del inglés Specific High-sensitivity
Enzymatic Reporter un-LOCKing, desbloqueo enzimatico de reporteros especifico y de
alta sensibilidad) utiliza un procedimiento parecido al mencionado en la técnica
DETECTR, en el cual la activacion del corte colateral de secuencias mediado por el
reconocimiento de un RNA objetivo causa la fragmentacion de un oligonucleétido
marcado fluorescentemente (sistema quencher-fluoréforo), que permite el reconocimiento
de la senal emitida y la confirmacion de la presencia de la molécula objetivo (Imagen 11).
Mediante la incorporacion de Cas12 y un paso previo de amplificacion con primers
poseedores de la secuencia del promotor T7, se puede expandir su uso a deteccion de
moléculas de DNA. Estas metodologias otorgan una herramienta rapida, sensible y barata
sin la utilizacion de equipamientos ni procedimientos complejos, pudiendo ser utilizada en
el diagnostico de varios tipos de enfermedades (GOOTENBERG et al., 2018; MYHRVOLD
et al., 2018).
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Imagen 11 — Mecanismo de deteccion de acidos nucleicos por la metodologia

SHERLOCK.
Corte colateral
—— Deteccién por del reportero
dsDNA — — Cas13 genera sefal
p— Transcripcion Bai - 9
T7 T S . -®
————— = ) -
O “— S~ - .‘ ~
) = Y J/HIRPA ~— ~
~ " P - ) —@ i
RNA °_, ‘,. ——
Ll o il V4
~ ¢
o e e
—®  Reportero de corte CID Cas13-crRNA Secuencia objetivo

Fuente: Adaptado de ABUDAYYEH; GOOTENBERG, 2022.
Nota: Deteccion sensible de acidos nucleicos mediante la técnica SHERLOCK, donde se combina una

etapa de preamplificacion del DNA objetivo con una transcripcion posterior mediada por T7.

2.3.3 Sistemas Emergentes Y Variantes Recientes

2.3.3.1 Tipo VI

En el afio 2024 fue publicado un trabajo por Yang et al. (2024) en el que se
describe un nuevo tipo de sistema CRISPR: el tipo VII. Este sistema pertenece a la clase
1, cuya actividad en la interferencia esta mediada por un complejo efector compuesto por
Casb, Cas7 y Cas14 (la proteina Cas distintiva del tipo VII), el cual corta moléculas de
RNA de manera especifica. Debido al reciente anuncio de este sistema, son pocas las
caracteristicas descritas. En relacion al proceso de adaptacion, no fueron descritos genes
de proteinas Cas asociados al arreglo CRISPR de tipo VII, dejando una brecha de
conocimiento en relacion a la insercion de nuevos espaciadores.

Para la etapa de la expresidon, se describe la actuacion de Cas6 en el
procesamiento del pre-crRNA, generando crRNA con secuencias derivadas de
repeticiones en sus 2 extremos 3’y 5’ (de 4 y 8 nucledtidos de longitud respectivamente) y
un espaciador de 36 nucledtidos. La formacion de la ribonucleoproteina muestra que la
proteina Cas5 se une al extremo 5’ del crRNA, mientras que la Cas7 forma un filamento
de subunidades que recubren la extension total del crRNA (que se encuentra
cataliticamente inactiva, al contrario de otros sistemas que presenta actividad RNAsa).

Luego de la unién del RNA objetivo, se recluta a la Cas14, y el heteroduplex formado
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entre el crRNA y RNA objetivo presenta el volteo de nucledtidos individuales cada 6 pares
de bases en la zona del espaciador (Imagen 12). La Cas14 actua como tetramero, en el
que cada subunidad esta compuesta por un dominio N-terminal, un dominio en la region
media (dominio medio conector) y C-terminal. Fue observado que el dominio C-terminal
es el que permite la union de la Cas14 al complejo Cas5-Cas7, el dominio medio permite
la unién de las subunidades de Cas14 entre si, y el dominio N-terminal presenta actividad
catalitica, la cual depende de un motivo B-CASP, homdlogo al dominio catalitico de la
RNAsa J, que corta moléculas de RNA en otros sistemas CRISPR. La escision de la
hebra de RNA ocurre de manera secuencial y depende de una secuencia adyacente al
protoespaciador (PFS) en el extremo 5 del RNA objetivo. Si dicha secuencia es
complementaria a una regién de la repeticion que se encuentra en el extremo 3’ del
crRNA se producen 3 cortes consecutivos del objetivo, mientras que si no hay
complementariedad se producen solo 2 cortes. Este tipo de proceder parece depender de
los nucledtidos volteados, debido a que fue observado que la complementariedad de
bases en la region PFS genera un nuevo volteo de bases adicional que determina el
modo de corte del complejo, debido a cambios conformacionales de la estructura que
permite reposicionar el sitio catalitico (YANG et al., 2024; MAKAROVA et al., 2025).

Imagen 12 — Estructura del complejo efector del sistema CRISPR de tipo VIl y del
heteroduplex crRNA-RNA objetivo formado.
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Fuente: Adaptado de YANG et al., 2024.
Nota:. A) Representacién esquematica del complejo Cas5-Cas7-crRNA-CTR-Cas14 mutante (debido a la
duplicacién del dominio N-terminal) en un estado de unién al sustrato, comprobando la funcién de cada

dominio. B) Representacion esquematica del duplex crRNA-RNA objetivo en un estado de unién al sustrato.

En este tipo de sistema CRISPR no fue observada una actividad catalitica
colateral, lo que permite disefar herramientas de manipulacion de RNA mas precisas.
Ademas, el tamafio mas compacto de los componentes del tipo VII permitirian el
desarrollo de sistemas de transporte vesiculares de manera mas simple, lo que genera un

potencial de aplicaciones biotecnoldgicas interesante (YANG et al., 2024).
2.3.3.3 Sistemas anti-CRISPR

Asi como los procariotas desarrollaron mecanismos de defensa frente a los
EGMs, como el sistema CRISPR-Cas, algunos de estos ultimos evolucionaron estrategias
para evadir las tacticas de represion ejercidas por dicho sistema (Imagen 13). Entre estos
mecanismos se encuentran las mutaciones en secuencias fundamentales para el
reconocimiento y escision de la secuencia objetivo (como la secuencia semilla y region
PAM). Otras maneras de evitar la accion de CRISPR es por la modificacion de las bases
nitrogenadas y la compartimentalizacion del material genético, que evitan el
reconocimiento de la maquinaria efectora. También la evasion puede ocurrir por la
inhibicion de las nucleasas Cas, la cual es causada por proteinas denominadas
inhibidores anti-CRISPR (Acr) de diversos fagos o plasmidos, que tienen la funcidén de
interferir en alguna de las etapas del mecanismo CRISPR como la sintesis de proteinas
Cas, la carga del crRNA en el complejo efector, la union al DNA objetivo o la activacion
catalitica (DEVEAU et al., 2008).

Imagen 13 — Mecanismos de evasion a CRISPR.
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Fuente: Adaptado de ZHANG; GOVINDARAJAN; BONDY-DENOMY, 2022.
Nota: A) El DNA del fago es escindido por una nucleasa CRISPR (defensa efectiva del sistema). B)
Mutaciones puntuales en el genoma del fago que debilitan o impiden la unién Cas-crRNA a la secuencia
objetivo y evitan el corte. C) Modificaciones quimicas en las bases del DNA (circulos amarillos) bloquean la

union o la escision por Cas. D) Estructuras proteicas del fago protegen su DNA frente a nucleasas CRISPR.

Un tipo de inhibicién a CRISPR-Cas ocurre por union a proteina Cas que puede
causar la inactivacion de su actividad nucleasa o evitar el reconocimiento de la secuencia
objetivo (Imagen 14). Las proteinas AcrlF1 y AcrlF2 son ejemplos de este mecanismo, el
cual actua contra el sistema de tipo I-F. AcrlF1 puede inducir cambios conformacionales al
unirse al esqueleto del complejo, o que impide el acceso del DNA objetivo al crRNA.
AcrlF2 puede simular propiedades eléctricas del DNA objetivo por su distribucion de
cargas negativas en su superficie, que lo hacen un competidor directo por el sitio del DNA
objetivo al sitio de reconocimiento. Otro tipo de mecanismo de inhibiciéon es aquel causado
por proteinas Acr que actuan contra el sistema de tipo Il. Por ejemplo AcrlIC3 se une a la
proteina Cas9 y produce su dimerizacion, lo que limita el acceso del DNA objetivo al sitio
de unién. AcrllC2 por otro lado, puede evitar la interaccién de la proteina efectora con el
crRNA mediante el contacto con zonas estructurales como la hélice puente. La interaccion
con dominios de interaccion a PAM también puede ser otro mecanismo inhibitorio, y un
ejemplo de proteina Acr que actua de esta forma es AcrllA4. Otros mecanismos de
accion, encontrados en Acr contra el tipo V, son la liberacion del DNA objetivo unido y el
bloqueo del reciclaje de la proteina efectora mediante la unién permanente (por ejemplo
AcrVA4), la degradacion del crRNA (AcrVA1 que presenta actividad RNAsa) y la
modificacion postraduccional de las proteinas efectoras (como la acetilacion causada por
AcrVA5). En relacion a la inhibicién de los sistemas de tipo Ill, esta puede ser causada por
la degradacién del segundo mensajero necesaria para la activacién del corte colateral
(HWANG; MAXWELL, 2019; ZHANG; GOVINDARAJAN; BONDY-DENOMY, 2022).
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Imagen 14 — Mecanismos de evasion a CRISPR mediados por proteinas anti-CRISPR.
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bloquean dominios o subunidades nucleasas especificas.

Es importante mencionar que estos sistemas Acr también juegan un papel
evolutivo en la adquisicion de caracteristicas ventajosas para los procariotas huéspedes.
Existen algunos organismos que utilizan estos sistemas para modular la actividad del
sistema CRISPR-Cas. La presencia de profagos dentro del genoma puede tener su
beneficio en relacion a que estos ayudan a aumentar el fitness bacteriano a causa de su
propia sobrevivencia, ademas de proteger al huésped de otros organismos competidores.
Por lo tanto, la inhibicién parcial del sistema CRISPR causada por la actividad de los
componentes Acr ayuda a generar variabilidad genética que permita la sobrevivencia
bacteriana. Otro ejemplo es la conservacién de plasmidos exdgenos portadores de
resistencia antimicrobiana, en la cual su conservaciéon es fundamental para la propagacion
de la especie en ciertos ambientes. Adicionalmente, la expresion de estos sistemas Acr
puede generar un desvio de la maquinaria energética celular que impide la transcripcién

de genes esenciales como aquellos de proteinas estructurales virales debido a que
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normalmente los promotores asociados a las proteinas Acr presenta una alta afinidad a
las polimerasas, por lo que la regulacion de su expresion se media por genes asociados a
Acrs que reprimen la produccion de estos componentes luego de una generacion inicial
de los inhibidores Acr (ZHANG; GOVINDARAJAN; BONDY-DENOMY, 2022).

2.4 DISCUSION EVOLUTIVA: PROBABLE ORIGEN EN LOS SISTEMAS DE DEFENSA Y
TRANSPOSICION HORIZONTAL DE ELEMENTOS CAS.

La emergencia de los sistemas CRISPR ocurre en medio de una constante
carrera armamentistica entre los organismos procariotas y agentes invasores. La enorme
diversidad de EGM y mecanismos de infeccion permiti6 que las bacterias y arqueas
desarrollaran una amplia gama de herramientas moleculares para hacer frente a estos
ataques, como lo es el sistema CRISPR-Cas. En este trabajo fue mencionado que este
mecanismo de defensa presenta 3 modulos, de los cuales dos son los mas importantes: la
adaptaciéon y la interferencia. La adaptacion requiere de proteinas Cas con actividad
nucleasa que permitan la integracion de secuencias derivadas de invasores para el
establecimiento de una memoria celular. En este médulo estan involucradas las proteinas
Cas1 (con actividad endonucleasa), Cas2 (con funcion estructural), y proteinas auxiliares
como Cas3, Cas4, Cas9 y RT. En lineas generales este mecanismo se encuentra
bastante conservado entre sistemas CRISPR, presentando una arquitectura uniforme y
relativamente simple. En contraste, el médulo de interferencia en el que actua un
complejo efector presenta una enorme diversidad vy variacion, generando asi la
clasificacion actual de los sistemas CRISPR-Cas (MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2022).

Estudios filogenéticos revelaron que la evolucién de los sistemas CRISPR se
debe en parte a la contribucién de varias clases de EGM, principalmente en el médulo de
adaptacion. El médulo de interferencia presenta mas dificultades de seguimiento evolutivo
por su amplia variedad. En este contexto, no existe una proteina Cas universal que pueda
ser utilizada como marcador filogenético, en parte debido a la evolucién
semi-independiente de los médulos. La clasificacion general permite distinguir dos clases
de sistemas CRISPR: la clase 1 en la que el modulo efector de interferencia esta
constituido por diferentes unidades, y la clase 2 en la que este mddulo efector se
compone de una unica proteina multidominio. Luego cada clase se divide en tipos de
sistemas, segun las caracteristicas estructurales del moédulo efector. Cada tipo se

subdivide en subtipos segun la organizacion del locus y proteinas Cas especificas.
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Ejemplos de estas caracteristicas son la forma de maduracién del crRNA (por medio de
un complejo CASCADE, RNAsa lll, presencia de tracrRNA, presencia de proteina efectora
unica) (KOONIN; MAKAROVA, 2019).

La primera observacion en relacion a la estructura de los complejos de
adaptacion es que todos ellos requieren de la presencia de Cas1 y regiones repetitivas,
destacandose un posible intercambio de estos componentes entre diferentes tipos de
sistemas CRISPR. Se observa que los genes cas y el arreglo CRISPR del médulo de
adaptacion permanecen fijos, mientras que aquellos genes del médulo de interferencia
son mayormente intercambiados dentro de un mismo sistema y entre sistemas. Un
ejemplo de esto es la presencia de actividad retrotranscriptasa (RT) del tipo Ill, que esta
relacionada con varios médulos efectores de diferentes subtipos. Este intercambio ocurre
posiblemente como forma de escape frente a proteinas Acr que agentes invasores
desarrollan como métodos de evasion de sistemas CRISPR (KOONIN; MAKAROVA,
2019).

El estudio de estructuras homodlogas del componente mas conservado entre
sistemas, Cas1, mostré que los genes de algunos de estos se encuentran flanqueados
por repeticiones invertidas, lo que claramente apunta a elementos transponibles
relacionados con la previamente mencionada Cas1 y con DNA polimerasas de la familia
B. Esta relacion se sustenta en la notable similitud entre los mecanismos de insercién
mediados por Cas1 en los sistemas CRISPR vy los procesos de transposicion. Por lo tanto
estos transposones que requieren de Cas1 como integrasa fueron denominados
casposones, que debido a la presencia de la DNA polimerasa parecen ser
autoreplicables. Estos casposones fueron encontrados en la gran mayoria de arqueas y
en algunas bacterias, e incluso en genomas virales donde el casposén codifica para una
proteina de la capside viral (caspovirus). Por lo tanto, el origen del médulo de adaptacion
posiblemente ocurre a partir de casposones a los cuales posteriormente se le asocian
otros genes cas (como Cas4 y Cas2). Las repeticiones y la secuencia leader
posiblemente evolucionaron de repeticiones invertidas posiblemente replicadas de un
casposoOn ancestral. Este casposon podria haberse insertado cerca de un locus
relacionado a la defensa inmune bacteriana, siendo posteriormente inmovilizado y
eliminados genes como el de la DNA polimerasa, que luego de la asociacién con
transcritos de genomas exégenos permitieron la formacion del modulo efector(KOONIN;
MAKAROVA, 2019).

En los sistemas de clase 1, fue observado que los médulos efectores presentan
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un ancestro comun, sobre todo los tipos | y Il (Imagen 15). En su arquitectura se observa
la presencia de una proteina esqueleto (Cas7), de una unica Cas5 y de las denominadas
subunidades grandes y pequefias. La homologia entre secuencias génicas es muy baja,
pero se observan relaciones estructurales significativas. Por ejemplo la subunidad grande
del tipo Ill (Cas10) y del tipo | (Cas8) no presentan casi ninguna homologia, pero la
estructura del esqueleto Cas7-Cas5 muestra la existencia de un ancestro comun. Todos
estas proteinas pertenecen a la superfamilia RAMP (del inglés Repeat-Associated
Mysterious Protein, proteinas misteriosas asociadas a repeticiones), por lo que el camino
evolutivo pudo iniciar desde una proteina ancestral RAMP con RRM. Ademas las
subunidades pequefias presentan semejanza con el extremo C-terminal de Cas10, lo que
indica una duplicacion y fisidbn génica de este componente, que ademas generd una Cas7
ancestral. La posterior fusion de dos genes de Cas7 dié lugar a la Cas5, que
posteriormente fue duplicada generando a la Cas6. Debido a que algunas RAMPs
presentan actividad nucleasa (Cas5, Cas7 y Casb6), no se descarta que la proteina RAMP
ancestral sea una RNAsa, lo que generaria algunas ideas de origenes independientes
debido a los diversos residuos que componen la actividad catalitica (TANG, 2019;
KOONIN; MAKAROVA, 2019).

En relacion a la presencia de dominios CARF y HEPN que inducen la
inactivacién metabdlica o muerte celular, se induce que el ancestro comun de los
complejos efectores de sistemas CRISPR de clase 1 podria estar relacionado a sistemas
de respuesta al estrés, que eran activados por la presencia de segundos mensajeros
(como cOA). A partir de una proteina Cas10 ancestral pequefia con presencia de CARF y
HEPN se genero la separacion de estos dominios, y mediante duplicaciones e inserciones
se adquirié la presencia de dominios DNAsa como HD, que participaron en la defensa
celular innata. La posterior pérdida de sefalizacion por inactivacion de los dominios
sefalizadores permitié la especializacion en objetivos de DNA, que luego de su pérdida
nuevamente dio lugar a la Cas8. La Cas3 se supone que aparecio luego mediante una
adquisicion externa. Los sistemas de tipo IV que posteriormente fueron reclutados por
EGM como componentes auxiliares surgen finalmente luego de la pérdida de Cas3, Cas6
y el médulo de adaptacion (TANG, 2019).
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Imagen 15 — Relacién evolutiva y origenes de los sistemas CRISPR de clase 1.
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Insercion de casposon al lado de un locus de inmunidad innata

Repeticiones CRISPR evolucionaron de repeticiones terminales de casposones
Cas1 se origina del mismo casposon

Adquisicion de proteina similar a Cas?2 de sistema toxina-antitoxina

Duplicacién de casdy origen de familia de Cas6t
Pérdida de actividad catalitica de Cas5

Duplicacion de cas7

Sistema genérico tlpo ]”

Pérdida de actividad de seifializacion

Pérdida de direccionamiento a RNA

¢0rigen de Cas8 por inactivacion de Cas10?
Adquisicion de helicasa Cas3

Transferencia de dominio HD de Cas10 a Cas3

Sistema genérico '[ip() I

Pérdida de Cas3
Perdida del modulo de adaptacion

Sistema | exaptado por transposon Tn7

Reduccion de la subunidad grande
Pérdida de modulo de adaptacién y Cas6

Sistema genérico lipO 1V

Fuente: Adaptado de KOONIN; MAKAROVA, 2019.

Nota: Escenario hipotético del origen y evolucién de los sistemas CRISPR-Cas de clase 1, derivados de un

sistema ancestral de sefalizacion. Se describe cémo se dio lugar a los sistemas actuales de tipo Il y tipo I.

También se ilustra la evolucién reductiva que origind los sistemas de tipo IV y las variantes minimalistas de

tipo | reclutadas por transposones Tn7. A la derecha se resumen los eventos evolutivos clave, entre ellos el

motivo catalitico “GGDD” del dominio ciclasa/polimerasa de Cas10 y el dominio RRM cataliticamente activo

(“A”) de una proteina RAMP.

En relacién al origen evolutivo de la clase 2, se observa que las proteinas

efectoras se asemejan a nucleasas que se encuentran en diferentes EGM (Imagen 16).
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Los tipos Il y V comparten el dominio semejante a RuvC, que se encuentra en otras
proteinas. Ademas la estructura bilobular, el tamafio y la forma de acomodar al crRNA son
similares. La Cas9 y Cas12 podrian tener un origen comun a partir de transposones no
auténomos que codifican TnpB, de forma independiente a partir de la misma familia
proteica (MAKAROVA et al., 2020; SHMAKOQV et al., 2017).

Ademas Cas9 podria estar relacionada a otra familia de transposones denominada ISC
que presentan la inserciéon de un dominio HNH en Tnp. En relacion a Cas12, puede
rastrearse mediante algunas variantes no descritas (U-V) la evolucion a partir de
transposones codificantes de TnpB que se insertaron coincidentemente al lado de un
arreglo CRISPR, lo que con posteriores duplicaciones y recombinaciones internas genero
la diversidad de sistemas de tipo V. La adquisicion del modulo de adaptacion entre la
clase 1y 2 parece haber ocurrido de manera distinta (SHMAKOQV et al., 2017).

Otro factor que contribuy6 a la formacion de sistemas CRISPR-Cas actuales son
los modulos toxina-antitoxina (donde el tipo Il TA es el mas comun). En este sistema la
antitoxina es inestable y al ser eliminada por protedlisis activa a la toxina que presenta
actividad RNAsa no especifica. La movilidad de estos mdodulos por EGM generd una
“adiccion celular” a ellos debido a que la pérdida del plasmido portador generaba
perjuicios. Ademas se observa que muchos loci toxina-antitoxina fueron introducidos en
los genomas procariotas, que inducen una defensa poblacional mediante muerte celular y
dormancia. Cas2 se estima que evolucioné a partir de estos médulos, en particular de la
familia de interferasas VapD, la cual pierde su sitio catalitico. Otro dominio adquirido por
sistemas de toxina-antitoxina es el HEPN, encontrado en el tipo VI. Estos dominios son
muy abundantes, por lo que podrian tener un origen independiente del encontrado en el
tipo 111 (KOONIN; MAKAROVA, 2019).
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Imagen 16 — Relacién evolutiva y origenes de los sistemas CRISPR de clase 2.
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Fuente: Adaptado de KOONIN; MAKAROVA, 2019.
Nota:. Escenario hipotético sobre el origen de los efectores CRISPR-Cas de clase 2 a partir de elementos
genéticos moviles. Los sistemas de tipo Il y tipo V habrian evolucionado desde transposones no auténomos,
mientras que los de tipo VI derivarian de un sistema de defensa parecido a un médulo toxina—antitoxina.
IscB y TnpB se proponen como los ancestros de los efectores Cas9 (tipo Il) y Cas12 (tipo V),
respectivamente. Las inserciones que podrian haber contribuido a aumentar la especificidad y eficiencia de

estos efectores se representan como rectangulos grises. Los motivos cataliticos I, Il y Il forman
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conjuntamente el sitio activo de la nucleasa tipo RuvC, y los TR corresponden a las repeticiones terminales.

2.5 TENDENCIAS ACTUALES: MINIATURIZACION Y ESPECIFICIDAD AUMENTADA

Desde la primera demostracion de que la edicion genética era posible con
Cas9, su uso se extendio por todo el mundo y hasta hoy en dia sigue siendo la nucleasa
mas utilizada para este propdsito. Sin embargo, existen algunas limitaciones que
obstaculizan su uso. La primera de ellas es la actividad de corte fuera del objetivo debido
a la tolerancia de errores de complementariedad de bases entre el crRNA y el DNA
objetivo que puede generar mutaciones no deseadas. Ademas la necesidad de regiones
PAM limita su uso en aplicaciones de modificacion genética. Otra dificultad encontrada es
en relacion a la implementacion clinica, especificamente en el transporte de los sistemas
CRISPR-Cas9 a los tejidos objetivo. Esta estrategia involucra el uso de vectores
derivados de adenovirus que tienen una capacidad de carga limitada, lo podria dificultar el
empaquetamiento del complejo Cas9-crRNA debido al tamafio de este. Asimismo, la
inmunogenicidad de Cas9 constituye un obstaculo para el avance de las aplicaciones de
edicion genética en humanos que emplean esta proteina (KARVELIS; SIKSNYS, 2022).

La solucion a estos problemas requiere la modificacién de estructura y
funcién de Cas9, la cual se logra por diferentes métodos (Imagen 17). Uno de ellos es la
ingenieria de proteinas, en la que se utilizan enfoques basados en el disefio racional
estructural. De este modo la modificacion de aminoacidos en la estructura primaria
referente a dominios de ligacion al crRNA y al DNA objetivo permite la reduccién de
actividad fuera del objetivo, la reduccién de la longitud de las secuencias PAM a
requerimientos mas simples (por ejemplo reduciendo de 3 nucledétidos a 1 nucledtido) y la
generacion de variantes con diferentes regiones PAM. Ejemplos de variantes disefiadas
por este método son la variante RHA, eSpCas9 1.1 y SpCas9-HF 1. Otra aproximacion es
el mapeo de ortdlogos naturales, los cuales presentan mayor especificidad que la variante
mayormente difundida (SpCas9). El uso de herramientas bioinformaticas permite la
exploracion eficiente de bibliotecas de variantes de Cas9 con distintos requerimientos de
PAM, las cuales presentan diferencias bioquimicas entre si. Ejemplos de variantes
halladas por este método son SaCas9, St1Cas9 y CjCas9. Otro enfoque es la utilizacién
de evolucion directa, en la cual a partir de la variante SpCas9 se utilizan métodos de
seleccién positivos y negativos a partir de una libreria de genes Cas9 para encontrar otras

variantes con especificidad aumentada y diferentes tipos de secuencias PAM requeridas,
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como por ejemplo la variante VQR, EvoCas9 y SniperCas9. Mediante estos métodos
también es posible disefar ortdlogos mas pequefios que puedan caber dentro de las
vesiculas de transporte. Ejemplos de estos son Nm1Cas9 y Nm2Cas9, las cuales ya

fueron eficientemente transportadas a las células objetivo mediante vectores derivados de
adenovirus (LI et al.,, 2016; KARVELIS; SIKSNYS, 2022; KARVELIS; GASIUNAS;

SIKSNYS, 2017).

Imagen 17 — Diferentes formas de hallar variantes mejoradas de las proteinas Cas.
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Fuente: Adaptado de KARVELIS; SIKSNYS, 2022.
Nota: Los principales enfoques experimentales utilizados para ampliar el conjunto de herramientas basadas
en Cas9 pueden agruparse en disefio racional guiado por estructuras, evolucién dirigida y busqueda de
nuevos ortélogos de Cas9. Tanto la mutagénesis guiada por estructura como la evolucién dirigida,
combinadas con diversas estrategias de seleccion, han generado variantes de Cas9 con mayor
especificidad y reconocimiento PAM modificado. Ademas, el analisis bioinformatico de bases de datos
seguido de la validacion experimental ha permitido identificar nuevas proteinas Cas9 con diferencias en
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tamafo, especificidad y requisitos de secuencia PAM.

Estas técnicas de expansion de variantes también fue utilizada en otros
sistemas CRISPR, como por ejemplo el del tipo V, donde fue hallada la variante Cas12e
también denominada CasX, que presenta un tamafo reducido en relaciéon a otras del
mismo tipo y con requerimientos PAM diferentes. Otra variante es Cas12f que fue
modificada por ingenieria para generar un homologo con actividad nucleasa redisefada (o
con funcion inactiva: dCas12) que funcione mas eficientemente en células de mamiferos
(CasMINI) (LIU et al., 2019; LIAO et al., 2025).

2.6 APLICACIONES EMERGENTES

Muchas de las aplicaciones de los sistemas CRISPR involucran el uso de
la Cas9 debido a la capacidad de programado para dirigirse a practicamente cualquier
secuencia de DNA mediante el uso de un RNA guia (QRNA), que deriva de la fusion del
tracrRNA y crRNA encontrados en el sistema de defensa CRISPR-Cas9, denominado
sgRNA (del inglés single-guided RNA, RNA de guia simple). Este sistema puede ser
adaptado para células eucariotas otorgando una plataforma de reconocimiento precisa,
flexible, y escalable para la edicidon genética y regulacién de la expresién génica, que abre
el camino a aplicaciones terapéuticas. La produccién de una Cas9 con actividad catalitica
inactiva (dCas9) genera cambios metabdlicos sin la necesidad de manipular el DNA
(LOTFY; HSU, 2022).

La edicion genética generada a partir de DSBs inducidas por
CRISPR-Cas9 aprovecha de la maquinaria de reparacion enddgena para inducir un
knockout o knock-in génico. Tal como se indicd previamente, la reparacion del DNA
mediante la via de union de extremos no homodlogos (NHEJ) depende de proteinas
accesorias, incluidas polimerasas y nucleasas, que procesan los extremos del DNA
cuando no son directamente ligables, promoviendo la formacion de microhomologias que
permiten la ligacion de cadenas no homdlogas (Imagen 18). Estas proteinas accesorias
pueden generar inserciones o deleciones (indels) en las regiones terminales de la
molécula de DNA, que al ser introducidos en regiones génicas (tipicamente
correspondientes al N terminal de la proteina) pueden generar codones de término
prematuros que sin la funcién original. La utilizacion de predicciones bioinformaticas de
secuencias probables de generacion de indels permite disefar los sgRNA a partir de

estas secuencias, permitiendo la promocion de estos codones de término. En relacion al
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knock-in génico, este es producido por la reparacion por recombinacién homologa (HDR),
en la que luego del DSB se procesan los extremos generando extremos salientes 3’, que
son estabilizados por proteinas RPA (Imagen 18). El reclutamiento posterior de BRCA1y
BRCA2 promueve la invasion de cadena de los extremos procesados hacia un dsDNA
con secuencias homologas, el cual actuia como molde donador durante el proceso de
recombinacién homologa. Este molde puede ser colocado de forma exdgena, y en el cual
se encuentra un transgén que luego sera insertado en el genoma en reparacion. La
generacion de DSBs presenta una relativamente alta toxicidad, lo que permitio el
desarrollo de estrategias dependientes de roturas de cadena simple por la actividad de
nickasas (como Cas9n). Estas roturas son tratadas mediante la reparacion por escisién de
bases o por HDR, pero son menos eficientes que las reparaciones a partir de DSBs. Otra
estrategia de edicion es mediante la modificacion quimica de las bases nitrogenadas, que
permite mutaciones puntuales de un unico nucleétido. Estos modificadores se pueden

encontrar fusionados a dCas (como fue mencionado anteriormente) (YANG et al., 2020).

Imagen 18 — Mecanismos de reparacion por recombinacion homologa (HDR) y union de
extremos no homodlogos (NHEJ).
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Fuente: Adaptado de ALLEMAILEM et al., 2022.
Nota: Esquema comparativo de las dos principales vias celulares de reparacién de roturas de doble cadena
(DSB) en el DNA: reparacion dirigida por homologia (HDR) y unién de extremos no homélogos (NHEJ). En

la rama izquierda, la via HDR inicia con el procesamiento de los extremos rotos y el uso de un molde
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homodlogo, generalmente la cromatida hermana. Este proceso incluye invasion de cadena, formaciéon de
bucles y sintesis de DNA, culminando en una reparacion precisa gracias a mecanismos como
recombinacion o ligacién correcta. En la parte derecha, la via NHEJ procede mediante el procesamiento y
ligacion directa de los extremos del DNA, lo que puede resultar en reparacion precisa, pero con frecuencia

genera indels aleatorios, incluyendo deleciones o inserciones.

Los estudios genéticos basados en CRISPR-Cas son numerosos. En uno
de ellos se empleod el disefio racional de ediciones mediante CRISPR para generar lineas
celulares portadoras de distintos alelos vinculados a la enfermedad de Alzheimer. Se
conoce que el gen APOE codifica un apolipoproteina que puede tener tres variantes
(APOE-¢2, -€3 y -€4), donde la variante APOE-¢4 es el alelo relacionado al riesgo de
desarrollo de la enfermedad. En dicho trabajo fueron generadas lineas homocigotas de
APOE-¢3y APOE-¢4, donde posteriormente se determinaron las diferencias metabdlicas y
estructurales. Se observdé que en APOE-¢4 presenta una acumulacion de colesterol,
maduracion celular temprana y ingesta disminuida de amiloide beta, caracteristicas que
se desarrollan con la degeneracion neuronal. La edicién genética también permite crear
animales transgénicos de manera mas simple, evitando la utilizacion de blastocistos y
hembras prefiadas por varias generaciones para la obtencion de lineas transgénicas
puras. Con CRISPR este proceso complejo puede realizarse en un paso sin la utilizacion
de intermediarios, evitando ademas la formacibn de organismos con mosaicos
gendmicos. Otro uso de CRISPR consiste en la rapida dispersién de un gen en una
poblacion mediante el uso de sistemas de impulsores genéticos. Estos consisten en
agrupaciones genéticas de Cas9, sgRNA dirigido a un alelo natural y una region
homologa adyacente con un alelo modificado. La insercion de este sistema en un genoma
permite que ocurra una duplicacién del alelo modificado por recombinacion homéloga. De
este modo, la reproduccién de un organismo modificado con otro no editado permite que
la copia del grupo génico pase a toda la progenie a una tasa mucho mayor a la normal
(LOTFY; HSU, 2022).

La edicion genética por CRISPR también puede ser utilizada en la terapia
génica. La delecion de genes deletéreos como los genes mutados encontrados en la
B-talasemia permite aumentar la calidad de vida de pacientes con esta enfermedad.
Mediante la eliminacién de un activador genético, se puede disminuir la produccion del
gen mutado HHB, que naturalmente inhibe al gen HbF (otro tipo de hemoglobina
relacionada al desarrollo fetal). Esta represion induce a la produccion de HbF que mejora

los resultados clinicos, y mediante la edicion genética de células madre hematopoyéticas
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se logra un resultado a largo plazo (PSATHA et al., 2018). Otra aplicacién en la terapia
geénica es la insercion de receptores de antigenos quiméricos en células inmunoldgicas T,
que permiten aumentar la respuesta antitumoral y la programacién especifica a células
cancerosas. Esta estratégia anteriormente utilizaba la edicion por virus integradores que
podian provocar resultados impredecibles por la integracion aleatoria de secuencias en el
genoma. La maquinaria CRISPR vy su alta especificidad permiten que esas inserciones
sean controladas, permitiendo el desarrollo de metodologias mas seguras (Imagen 19 A)
(LOTFY; HSU, 2022).

La modulacion génica causada por dCas9 puede ser causada por el
bloqueo estérico de la RNA polimerasa (interfiiendo en la iniciacion o elongacion
transcripcional) o por impedir la unién de factores de transcripcion (Imagen 19 B). El
conjunto de técnicas derivadas del uso de CRISPR para reprimir la expresiéon génica se
denomina interferencia por CRISPR (CRISPRI) (Imagen 19 C y D). Esta represion puede
dirigirse simultdneamente a muchos genes mediante la utilizacion de sgRNA diferentes, lo
que permite la evaluacion de la funcion génica en conjunto. Sin embargo esta
metodologia de bloqueo no es muy eficiente en células eucariotas (hasta el 80% de
eficiencia inhibitoria), por lo que adaptaciones en el mecanismo de interferencia fueron
necesarias. Una de esas modificaciones (denominada CRISPRd) permite obtener
resultados de alta resolucién en células de mamiferos, la cual se logra mediante el bloque
de factores de transcripcion especificos (NOORDERMEER; CHEN; Ql, 2022).

Imagen 19 — Aplicaciones de Cas9 en el contexto de la edicion y regulacion génica.
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Fuente: Adaptado de NOORDERMEER; CHEN; Ql, 2022.
Nota: A) Se muestra coémo la nucleasa Cas9 reconoce secuencias especificas mediante el apareamiento
directo de la sgRNA con el DNA objetivo, proceso guiado por la presencia de un motivo PAM en el extremo
5’. Una vez unido, Cas9 escinde la doble hebra utilizando sus dos dominios nucleasa. B) En contraste, la
proteina dSpyCas9 carece de actividad nucleasa debido a mutaciones en los dominios RuvC1. No obstante,
mantiene la capacidad de dirigirse a secuencias especificas gracias a la sgRNA y al PAM, permitiendo su
uso como plataforma para modular la transcripcion al acoplarse con efectores reguladores. C) La unién de
dCas9 al DNA puede bloquear fisicamente el avance de la RNA polimerasa, inhibiendo la elongacion
transcripcional y suprimiendo la expresion génica en un mecanismo conocido como CRISPRI. D) Enfoques
de CRISPRI/a con la fusién de dCas9 con activadores o represores transcripcionales que permiten modular

la expresién de genes objetivo, ya sea activandolos o reprimiéndolos.

La fusion de dCas9 a activadores o represores de la transcripcion es otro
enfoque mas eficiente para lograr una represién mas aguda (Imagen 19 D). La utilizacion
de dominios como KRAB (del inglés Kruppel-associated box, dominio asociado a Kruppel)
permiten la disminucion de la expresion génica en mas del 90%. Este dominio pertenece a
una familia de represores transcripcionales que recluta otros correpresores y
modificadores epigenéticos que por ejemplo permiten la restriccion del acceso
transcripcional por modulacion de la cromatina. Estas regulaciones demostraron ser
dependientes de la ubicacién de la union del sgRNA a su objetivo, siendo obtenidos
mejores resultados en la zona de 50 a 100 pares de bases corriente arriba del sitio de
inicio de la transcripcion. Del mismo modo que CRISPRI, la fusién de activadores
transcripcionales a dCas9 permite el aumento de la actividad génica (CRISPRa).
Dominios que presentan esta funcion son la proteina viral del herpes simplex VP16 o
copias de esta en tandem (VP64). La eficiencia del aumento de la activacion
transcripcional genera niveles de expresion de 2 a 5 veces mayor. Ejemplos de ensayos
disefiados con estos componentes son SunTag, SpyTag y la metodologia VPR, los cuales
utilizan diferentes activadores. Otra estratégia de modulacién es la utilizacion de
aptameros de RNA fusionados al sgRNA, que permiten la ligacion de los factores
activadores. La metodologia SAM utiliza esta técnica, y consiguen eficiencias de
expresion de 100 a 1000 veces mayores (NOORDERMEER; CHEN; Ql, 2022).
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Imagen 20 — Aplicaciones de dCas.
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Fuente: Adaptado de NOORDERMEER; CHEN; Ql, 2022.
Nota: Aplicaciones derivadas del complejo ribonucleoproteico de Cas9 y sus variantes. Cas9
cataliticamente activa puede generar rupturas de doble cadena (DSB) en el DNA cromosomico, las cuales,
al ser reparadas mediante la via de union de extremos no homdlogos (NHEJ), producen inserciones o
deleciones que conducen a la inactivacién génica. Si la reparacion ocurre a través de la recombinacion
dirigida por homologia (HDR), que requiere un molde de DNA homdlogo, es posible realizar ediciones
precisas como reemplazos génicos, inserciones definidas o mutaciones especificas. Ademas, la variante
cataliticamente inactiva dCas9 puede fusionarse con dominios efectores para activar o reprimir genes,
realizar modificaciones epigenéticas, visualizar secuencias en células vivas y otras funciones regulatorias.
Por otra parte, el uso de dCas9 o Cas9n (nickasa) unidas a desaminasas como AID, APOBEC o a versiones
modificadas de TadA permite la edicion de bases, facilitando conversiones dirigidas de Ca T o de A a G con

gran precision.

La utilizacion de sistemas inducibles y reversibles de modificacion de la
expresion génica permite que mediante el uso de segundos mensajeros o sefiales
inductoras se produzcan cambios en la transcripcion (Imagen 20). Por ejemplo la fusion
de dCas9 a receptores epigenéticos permite que en presencia de luz con cierta longitud
de onda especifica se active un mecanismo de dimerizacion de dominios ligados a dCas9.
También la sefal puede inducir la dimerizacibn de mitades de Cas9 inicialmente
separadas, dando asi inicio a la activacion de su funcién. Ejemplos de sefiales inductoras

son la luz azul y la rapamicina. La utilizacion de biosensores de RNA también es otra
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estrategia sensible a sefales inductoras, en donde la utilizacion de aptameros de RNA
liberan el sitio de unién del sgRNA mediante la presencia de una molécula o condicion
inductora. Un ejemplo de estos sistemas es el uso de riboswitches que inicialmente se
encuentran asociados al sgRNA por complementariedad de bases. Tras la unién a una
molécula sefalizadora, se disocian y experimentan un cambio conformacional que
provoca la separacion del complejo (STALLONE et al., 2014; NOORDERMEER; CHEN;
Ql, 2022).

Otra estrategia es la modificacion quimica del DNA o de histonas para
provocar cambios en la cromatina que influyan en la expresion genética, como se observa
en la Imagen 20. Es sabido que la metilacion del DNA genera represion génica por
impedir la ligacion de la RNA polimerasa. Del mismo modo la modificacién de histonas
mediante metilaciones o acetilaciones disminuye o aumenta la expresion génica. La fusion
de dCas9 y metilasas o desmetilasas permiten regular la actividad de la RNA polimerasa
mediante la alteracion del patron de metilacion del DNA, lo que lleva a silenciamientos
génicos prolongados. La alteracion quimica de histonas mediante dominios de
modificacion quimica también puede provocar cambios en los niveles de expresién génica
(NOORDERMEER; CHEN; Ql, 2022).

La combinacién de estos mecanismos epigenéticos podrian ser utiles en
la reprogramacion celular, por ejemplo en el desarrollo de células pluripotentes, ademas
de utilizarse como forma de tratamiento frente a enfermedades genéticas raras como
diabetes tipo 1 y la distrofia muscular de Duchenne. La utilizacion de la variante de Cas9
derivada de Staphylococcus aureus presenta un menor tamafo estructural, lo que permite
que pueda ser empaquetada en vesiculas adenovirales, junto con los componentes
necesarios para su funcionamiento (LI et al., 2023).

La edicion del genoma mediante CRISPR-Cas esta revolucionando la
agricultura al permitir modificaciones genéticas precisas, eficientes y de bajo costo en los
cultivos, acelerando el desarrollo de variedades mas resilientes, productivas y nutritivas.
Esta tecnologia se aplica para generar resistencia a enfermedades y plagas mediante la
eliminacion de genes de susceptibilidad o la introduccién de genes de resistencia, como
en el arroz resistente al tizon bacteriano o el trigo resistente al oidio. También mejora la
tolerancia a estreses abidticos (sequia, salinidad, calor, frio y otros factores ambientales)
contribuyendo a la productividad en el contexto del cambio climatico. CRISPR permite
ademas optimizar el rendimiento y la calidad al modificar genes que controlan el tamano

del grano, la vida util, el sabor y la composicidn nutricional, incluyendo la biofortificacion
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para aumentar vitaminas o proteinas en cultivos basicos. La edicién de genes especificos
puede conferir resistencia a herbicidas para facilitar el control de malezas, y los métodos
de entrega libres de DNA permiten obtener cultivos editados sin transgenes, lo que podria
simplificar los procesos regulatorios y mejorar la aceptacion publica. Con esto, CRISPR
impulsa la domesticacion acelerada de especies silvestres, posibilitando la modificacion
simultdnea de varios genes y acortando significativamente los ciclos de mejoramiento
(CHEN et al., 2024; BHANU, 2024).

La bioseguridad y el biocontencion en CRISPR son esenciales para el uso
responsable de organismos modificados, especialmente en ambientes abiertos o
aplicaciones terapéuticas, y los avances recientes se centran en Kkill-switches robustos
(interruptores de muerte celular bajo condiciones especificas) y en el control preciso de
transgenes para evitar proliferacion o transferencia genética no deseada. Los kill-switches
basados en CRISPR emplean nucleasas programables, como Cas9, para inducir la
muerte celular en condiciones no permisivas mediante sefiales ambientales o inductores
quimicos, aunque enfrentan desafios de estabilidad debido a la presion evolutiva que
genera mutantes que escapen a estos mecanismos (ROTTINGHAUS et al., 2022). Por
ello, se desarrollan estrategias como la redundancia de circuitos, el direccionamiento a
multiples loci gendmicos y la combinacion con métodos adicionales de contencion como la
auxotrofia, considerando ademas que su eficacia puede disminuir en condiciones
ambientales reales, lo que exige pruebas especificas segun el contexto. En cuanto al
control de transgenes y vigilancia genética, se han disefiado circuitos capaces de eliminar
transgenes sin matar a la célula, reduciendo costos de aptitud y la aparicion de
organismos evasivos, mientras que otros sistemas previenen la transferencia horizontal
de genes mediante la degradacion de elementos genéticos transferidos (HAYASHI et al.,
2024). Finalmente, los interruptores quimicos y proteicos, incluyendo moléculas que
actuan como ‘“interruptores de apagado” y las proteinas anti-CRISPR, proporcionan un
control reversible y modulable de la actividad CRISPR, afiadiendo una capa adicional de
seguridad para aplicaciones terapéuticas e industriales (DOLGIN, 2020; ALLEMAILEM et
al., 2024).
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Cuadro 2 — Resumen de aplicaciones biotecnologicas de los tipos de sistemas CRISPR.

Tipo Aplicacién Referencia
Edicién genética BROUNS; VAN DER OOST, 2023
Tipo | Contraseleccion JIANG et al., 2013
Regulacion transcripcional LUO et al., 2015
YOUNG et al., 2019
Edicién genética ANZALONE et al, 2019
HSU; LANDER; ZHANG, 2014
Tipo Il | Regulacién transcripcional GILBERT et al, 2013
Visualizacion molecular CHEN et al. 2013
Modificaciones epigenéticas
HILTON et al, 2015
Defensa antiviral CHOU-ZHEN; HATOUM-ASLAN, 2019
Tipo lll | Diagndstico STEENS et al, 2021
Deteccion de acidos nucleicos SRIDHARA et al, 2021
SANTIAGO-FRANGOS et al., 2021
Tipo IV | Control de resistencia microbiana BENZ et al., 2024
Tipo V [ Deteccion de acidos nucleicos HILLARY; CEASAR, 2023
KWAK; PARK; SONG, 2023
Regulacion de la expresion génica | KONERMANN et al, 2018
Terapia contra el cancer ZHAO et al. 2018
Deteccion de acidos nucleicos
GOOTENBERG et al, 2018
Tipo VI
. " ABUDAYYEH et al, 2019
Edicidon genética COX et al, 2017
Visualizacion de RNA CHEN et al, 2019

2.7. DESAFIOS Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Las metodologias derivadas de la direccion programada de Cas9
requieren de una especificidad elevada para la aplicacion en diversas areas como la

clinica. La sobreactivacion de un gen no objetivo puede resultar en la expresion de
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oncogenes y otros problemas metabdlicos. En relacion a dCas9 existen resultados
contrapuestos en relacion a la union no especifica a secuencias, en los cuales se
muestran una baja o alta ocupacion de sitios no objetivo. También fue observado que la
utilizacion de metilasas fusionadas a dCas9 pueden generar estados de hipermetilaciéon
no especificos, pero que no se correlacionaron con los sitios no objetivo de dCas9,
indicando que la especificidad de ligacién de Cas9 no es el unico factor que influye en la
proporcion de union especifica-no especifica (NOORDERMEER; CHEN; Ql, 2022).

Otra limitacidon importante es el potencial de que los componentes de
CRISPR desencadenan respuestas inmunitarias, lo sigue siendo una barrera significativa
para el uso clinico seguro y eficaz de las tecnologias CRISPR. Un aspecto clave es la
inmunidad preexistente. Muchos individuos poseen anticuerpos y respuestas de células T
contra proteinas Cas9 ampliamente utilizadas, como SpCas9 o SaCas9, ya que provienen
de bacterias comunes a las que las personas estan expuestas con frecuencia. Esto puede
provocar una rapida eliminacion de los componentes de CRISPR o desencadenar
reacciones adversas al administrarlos. Tanto el sistema inmunitario innato (que detecta
acidos nucleicos o proteinas extranas) como el adaptativo (responsable de la produccién
de anticuerpos y células T citotoxicas) pueden activarse durante la entrega in vivo,
reduciendo la eficacia del tratamiento e incluso destruyendo células editadas (UDDIN;
RUDIN; SEN, 2020).

Estas respuestas inmunitarias pueden afectar negativamente la terapia,
disminuyendo la eficiencia de edicién genética, provocando inflamacion o eliminando las
células modificadas. Como consecuencia, los resultados terapéuticos se ven
comprometidos y aumenta el riesgo de efectos secundarios, lo que dificulta la aplicacion
clinica segura de CRISPR (ALLEMAILEM et al., 2023).

Para mitigar estos problemas se han propuesto diversas estrategias. La
ingenieria de proteinas permite modificar Cas9 para eliminar o enmascarar epitopos
inmunogénicos, reduciendo su reconocimiento por el sistema inmune sin afectar su
actividad. Otra opcion es utilizar ortélogos alternativos, como CjCas9, que podrian evadir
la inmunidad preexistente. Sin embargo, estas enzimas estan menos estudiadas y podrian
presentar riesgos aun desconocidos. También se investigan innovaciones en los sistemas
de entrega, como nanoparticulas lipidicas o transportadores sintéticos, asi como la
administracion transitoria de complejos ribonucleoproteicos, que exponen al sistema
inmune durante menos tiempo y disminuyen la probabilidad de respuesta inmunitaria

(UDDIN; RUDIN; SEN, 2020). Finalmente, en algunos casos puede recurrirse a
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regimenes temporales de inmunosupresion para reducir las respuestas inmunes durante
el tratamiento. No obstante, esta opcion aumenta el riesgo de infecciones y no es
adecuada para todos los pacientes, por lo que se considera una medida complementaria
pero no ideal para una aplicacion clinica generalizada (WILBIE; WALTHER;
MASTROBATTISTA, 2019).

Los avances recientes en CRISPR abarcan el descubrimiento de nuevos
sistemas, la integracién de inteligencia artificial y los progresos en bioinformatica
estructural, ampliando las capacidades y la precision de esta tecnologia. La exploracién
continua de la diversidad microbiana sigue revelando sistemas CRISPR-Cas y efectores
novedosos, lo que ha dado lugar al concepto de “meta-CRISPR”, que es la busqueda de
datos metagendmicos para identificar sistemas previamente desconocidos con
propiedades unicas, como especificidades de objetivos distintas o perfiles de entrega
mejorados, que expanden y hacen mas versatil la edicion genémica. Paralelamente, la
inteligencia artificial esta transformando el disefio y la aplicacion de CRISPR al optimizar
el disefio de RNA guia, predecir efectos fuera de objetivo y facilitar el descubrimiento y la
ingenieria de nuevas proteinas Cas. Herramientas como los modelos de aprendizaje
automatico y predictores estructurales (incluidos los derivados de AlphaFold) permiten
mejorar la eficiencia, reducir errores y disefiar editores mas compactos y eficaces.
Finalmente, los avances en bioinformatica estructural, como los modelos basados en
grafos que integran informacién de secuencia y estructura secundaria, estan refinando la
comprensién de los mecanismos de las proteinas CRISPR-Cas y favoreciendo el disefio
racional de variantes con propiedades adaptadas a multiples aplicaciones biomédicas y
biotecnolégicas (KIM et al., 2025; ZHANG, 2019).

El rapido avance de la edicion genémica mediante CRISPR ha generado
complejos debates éticos, regulatorios y de acceso, especialmente en relaciéon con la
modificacion de la linea germinal humana, las patentes y la distribucién equitativa de la
tecnologia. La edicién de la linea germinal (qQue consiste en la alteracion de genes en
ovulos, espermatozoides o embriones) plantea profundas preocupaciones éticas, como
por ejemplo el riesgo de cambios genéticos no deseados, las dificultades para obtener un
consentimiento informado de generaciones futuras y los temores relacionados con la
eugenesia o los “bebés de disefio”. Muchos cientificos y especialistas en ética coinciden
en que, aunque CRISPR deberia emplearse para el modelado de enfermedades y la
investigacion, su uso con fines de mejora humana o en aplicaciones no terapéuticas es

ampliamente rechazado. El potencial de efectos fuera de objetivo heredables y la
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incapacidad de las generaciones futuras para otorgar consentimiento representan dilemas
éticos centrales. También existe preocupacién de que el acceso desigual a estas
tecnologias pueda agravar las desigualdades sociales (AYANOGLU; ELCIN; ELCIN,
2020).

La regulacién de la edicion de la linea germinal varia en todo el mundo.
Algunos paises tienen prohibiciones estrictas (por ejemplo, el Reino Unido), otros poseen
restricciones ambiguas o basadas en directrices (como Japén o China), y organismos
internacionales como la UNESCO desaconsejan la edicion germinal. La falta de
directrices internacionales armonizadas genera un mosaico de regulaciones que complica
la supervision y la aplicacion. Casos recientes y de alto perfil, como el de los “bebés
CRISPR” en China, han impulsado reformas regulatorias, pero también han puesto de
manifiesto la persistente brecha entre los avances tecnoldgicos y los marcos legales. Las
demandas por regulaciones soélidas, flexibles y basadas en la precaucién, asi como por
una participacion publica continua, son generalizadas (WANG; SHANG; ZHANG, 2023).

El panorama de las patentes de CRISPR esta altamente disputado, con
instituciones importantes (como el Broad Institute y la Universidad de California en
Berkeley) que poseen patentes fundamentales e imponen restricciones de licencia en
usos controvertidos, como la edicion de la linea germinal humana o los impulsores
geénicos. Los titulares de patentes pueden limitar o guiar el uso de la tecnologia mediante
los términos de licencia, pero esta gobernanza privada no siempre se alinea con los
intereses publicos ni con la supervision democratica (MATTHEWS, 2020). Existen
preocupaciones de que la patentacidn pueda restringir el acceso, aumentar los costos y
limitar los beneficios de la tecnologia a individuos o paises mas ricos, lo que plantea
problemas de justicia social y derechos humanos. Algunos abogan por modelos de
gobernanza mixtos y licencias obligatorias para equilibrar los incentivos a la innovacién
con el bien publico. La promesa de CRISPR va acompafada de desafios éticos,
regulatorios y de acceso. Abordarlos requiere un dialogo global, una regulacién adaptable
y un equilibrio cuidadoso entre innovacién, equidad e interés publico (FEENEY et al.,
2018).
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3 CONSIDERACIONES FINALES

La intuicidon y capacidad de creacion humana parecen no presentar ningun tipo de
barrera que impida su avance hacia el descubrimiento de nuevas tecnologias que
permitan mejorar el mundo actual. En este trabajo se resaltaron algunas de las
actividades y trabajos derivados del descubrimiento de los sistemas CRISPR, desde
1987, ademas de su clasificacion y estructura de cada modulo de accion. Es importante
mencionar que la cooperacion cientifica es lo que permite mayor eficacia en el manejo de
los nuevos datos adquiridos, de modo a obtener resultados de forma mas rapida y
precisa. El trabajo conjunto de diversas areas del conocimiento cientifico (como biologia
celular, microbiologia, biologia molecular e ingenieria genética) permitié que el estudio de
un mecanismo de defensa procariota impulsara el desarrollo de técnicas de ingenieria
genética y molecular tan avanzadas que establecieron nuevos paradigmas
experimentales. Asimismo, estas técnicas dieron lugar a innovadoras estrategias de
diagnostico y tratamiento con sensibilidades sobresalientes.

La constante mejora en el disefio de las herramientas derivadas de sistemas
CRISPR permite el constante perfeccionamiento de estas, que naturalmente pueden no
presentar las caracteristicas 6ptimas de trabajo. Asi es como la obtenciéon de librerias
creadas a partir de la diversidad de sistemas CRISPR permite adaptar cada componente
al objetivo particular de cada aplicacion. En este sentido la introduccion de tecnologias
modernas como la inteligencia artificial y programas de bioinformatica ayudan a manejo
eficiente de la nueva informacion que se genera a cada instante, enfocando los esfuerzos
de trabajo en los problemas como la actividad fuera del objetivo, la inmunogenicidad vy el
transporte a los tejidos deseados. Ademas, el estudio de nuevos sistemas CRISPR
permite conocer el proceso evolutivo del mecanismo de defensa, permitiendo realizar
asociaciones entre organismos de manera genética y metabdlica. De estos
descubrimientos recientes pueden producirse nuevas tecnologias complementarias a las
actuales o que inclusive las desplacen, permitiendo la mejora de técnicas que aumenten

en su conjunto la calidad de vida de las personas.
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