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RESUMEN 

CRISPR/Cas es un sistema inmune adaptativo bacteriano que actúa frente a 

los virus. Descubierto en la década de los 70, supuso un antes y un después en la 

investigación. Este sistema está formado por las secuencias CRISPR (Repeticiones 

Palindrómicas Cortas Agrupadas y Regularmente interespaciadas) y una 

endonucleasa Cas que es capaz de cortar el material genético exógeno en sitios 

específico mediante un ARN guía. Gracias a su fácil acceso y bajo costo se está 

utilizando en muchísimas ramas de la investigación y supone a día de hoy una 

poderosa herramienta para la edición genómica. Es por ello, que posee un gran 

número de aplicaciones como es, por ejemplo, la detección de la COVID-19.  

En esta revisión bibliográfica, se analiza el origen, su estructura, tipos de 

CRISPR-Cas, así como, otros tipos de técnicas de edición genética, aplicaciones en 

diversos campos y una discusión ética derivadas de éstas. 

 

Palabras clave: CRISPR-Cas, edición genómica, TALEN, ZFN, NHEJ, HDR, terapia 
génica, Cas, bioética, ADN, ARN, COVID-19. 

 

ABSTRACT 

CRISPR/Cas is a bacterial adaptive immune system that acts against viruses. 

It was discovered in the 1970s, it marked a turning point in research. This system 

consists of CRISPR sequences (Clustered Regularly Interspaced Short Interspaced 

Palindromic Repeats) and Cas, an endonuclease that is capable of cutting site-specific 

exogenous genetic material by means of a guide RNA. Thanks to its easy accessibility 

and low cost, it is being used in many branches of research. Nowadays, it is a powerful 

tool for genomic editing. For this reason, it has a large number of applications such as, 

the detection of COVID-19.  

In this review, the origin, structure, types of CRISPR-Cas, as well as other types 

of gene editing techniques, applications in various fields and an ethical discussion 

derived from them are analyzed. 

 

Key words: CRISPR-Cas, genome editing, TALEN, ZFN, NHEJ, HDR, gene therapy, 
Cas, bioethics, DNA, RNA, COVID-19. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El sistema CRISPR-CAS se ha convertido en una herramienta casi 

indispensable hoy en día en investigación. Este sistema procariótico de defensa frente 

a bacteriófagos y plásmidos se ha convertido en una de las herramientas más 

utilizadas por su versatilidad, eficiencia y costo reducido en la ingeniería genética 

(Hryhorowicz et al., 2017). Por otro lado, la capacidad programable de la enzima Cas 

está revolucionando diversos campos de la investigación médica, la biotecnología y la 

agricultura (Adli, 2018). Es por ello que está sustituyendo a otras técnicas equivalentes 

pero que debido a su gran costo y bajo rendimiento suponen un gran problema a 

efectos prácticos. 

 

2. OBJETIVOS 

El objetivo de esta revisión bibliográfica es analizar el progreso de las técnicas 

de edición genómica, centrándonos en el desarrollo de CRISPR/CAS, su estado actual 

y sus aplicaciones en diversos campos de la ciencia, para finalizar con un análisis de 

los problemas éticos sobre el uso de esta técnica. 

 

3. METODOLOGÍA 

El procedimiento para llevar a cabo este trabajo se basa en una revisión 

bibliográfica de los artículos publicados sobre esta técnica. Se ha realizado utilizando 

buscadores específicos de bibliografía científica (PubMed, WorldWideScience y 

Google Scholar entre otros), además de identificar nodos y sitios relevantes 

disponibles on-line. 

 

4. ANTECEDENTES 

4.1 Primeras técnicas de edición genómica 

4.1.1 Recombinación homóloga en la edición del genoma 

La recombinación homóloga es un tipo de recombinación genética en la que las 

secuencias de nucleótidos se intercambian entre dos moléculas similares o idénticas 

de ADN. Es la más utilizada por las células para reparar roturas nocivas (Figura 1) 

que se producen en ambas hebras de ADN, conocidas como rupturas de doble hebra 

(DBS, double strand break) (Alberts et al., 2002).  
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Figura 1. Modelo de reparación de roturas de doble cadena de ADN por recombinación 
homóloga en células somáticas (Wright et al., 2018) 

 

La recombinación homóloga (también llamada recombinación general) sucede 

durante la profase I de la meiosis y tiene lugar entre largas regiones de ADN cuyas 

secuencias son homólogas, es decir altamente similares, aunque no idénticas Estas 

nuevas combinaciones de ADN representan la variación genética en la descendencia, 

que a su vez permite que las poblaciones se adapten durante el curso de la evolución 

(Harvey et al., 2000) 

        La sustitución dirigida de genes en mamíferos ofrece la posibilidad de analizar 

la función de los genes en los procesos biológicos. Es por ello que en la década de 

los 80 se comenzó a investigar la inserción dirigida de ADN en células de ratón (Figura 

2). Durante la sustitución dirigida de genes las células utilizaban la recombinación 

homóloga para sustituir una copia endógena por el ADN exógeno introducido. Esto 

pudo demostrarse utilizando un marcador seleccionable “positivo” (normalmente un 

gen de resistencia a neomicina que permite el crecimiento de las células que han 
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incorporado el marcador en presencia de este antibiótico) y un marcador “negativo” 

(generalmente era un gen de la quinasa de timidina del virus del herpes simple que 

permite eliminar las células que han incorporado el vector mediante inserción 

aleatoria, pero no cuando se produce la recombinación homóloga). Según esto, para 

seleccionar qué células contienen el gen insertado mediante recombinación 

homóloga, las células se cultivan en un medio con (G418 análogo de la neomicina) y 

ganciclovir (elimina las células que poseen el gen tk del virus). Las células que crecen 

en este medio serán aquellas en las que se han producido inserciones dirigidas y no 

aleatorias. Es por ello que no era necesario examinar directamente el ADN para 

identificar qué había ocurrido (Capecchi M. R., 1989). 

 

 

Figura 2. Inserción dirigida del ADN Vector por Recombinación homóloga (Capecchi M. R., 
1994) 

 

4.1.2 Nucleasas de dedos de zinc, ZFNs 

La edición genómica mediante recombinación homóloga es poco eficiente en 

ratón y su aplicación a otros modelos animales no es sencilla. 

Uno de los problemas principales con los cuales los investigadores se han 

tenido que enfrentar a lo largo de los años concierne a la “precisión” al realizar una 
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mutación, por la posibilidad de que los vectores se integren en porciones aleatorias 

del genoma, generando toxicidad (Klug, 2010). 

A lo largo de los años 90 comenzó la introducción de una particular tipología de 

enzimas de restricción artificiales obtenidas de la fusión entre la nucleasa FokI y 

proteínas con dedos de zinc capaces de reconocer secuencias específicas en el ADN. 

Esto dio lugar a las, zinc finger nucleases (ZFNs) o nucleasas con dedo de zinc. 

Las nucleasas con dedo de zinc son un sistema que, une la capacidad de cortar 

el ADN de la enzima nucleasa de una bacteria y la habilidad de los dedos de zinc de 

ligarse a la doble hélice (Kim et al., 1996). 

Las nucleasas unidas a dedos de zinc reconocen tripletes específicos según 

los residuos de la α hélice que se hayan elegido. La arquitectura de ZFNs consiste en 

un dominio de unión de ADN con las proteínas de dedo de zinc (ZFP) junto a una 

endonucleasa de restricción FokI (Figura 3) Los dedos de zinc que permite el 

reconocimiento específico de ADN, dirigiendo la nucleasa Fokl a secuencias 

específicas en las que producirá una rotura de doble hebra. El descubrimiento de esta 

técnica fue muy importante pues permitió que se pudieran manipular secuencias en 

cualquier especie (Urnov et al., 2010). 

 

Figura 3. Estructura y diseño de las nucleasas de dedos de zinc. a. Dímero de ZFNs unido 
al ADN produciendo su rotura (Miller et al., 2007). b. Generación de las proteínas de dedos 
de zinc (ZFP) (Greisman & Pabo, 1997) 
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Hoy en día se pueden diseñar los dominios de dedos de zinc para dirigirlos a 

ciertas secuencias del ADN a voluntad, con lo cual las nucleasas de dedos de zinc 

buscarán secuencias únicas dentro de genomas complejos (Ramalingam et al., 2011), 

por lo que para conseguir la manipulación genética necesitamos además de la rotura 

de la doble hebra por parte de las nucleasas de dedos de zinc, la introducción de una 

mutación y su posterior reparación mediante recombinación homóloga en presencia 

de un ADN exógeno o mediante recombinación no homóloga  (NHEJ) (Figura 4) (King, 

2016). 

 

 

Figura 4. Edición genómica mediante nucleasas y reparación por recombinación homóloga 
y no homóloga (Bortesi & Fisher, 2015). 

 

4.1.3 Nucleasas Efectoras Activadoras de la Transcripción, TALEN 

Las Nucleasas Efectoras Activadoras de la Transcripción (TALEN) también se 

basan en el dominio catalítico de la endonucleasa FokI unido a un dominio específico 

de unión al ADN (Figura 5) . El reconocimiento de la secuencia diana se basa en una 

sencilla relación existente entre los aminoácidos presentes en una región concreta 

(RVD del inglés, repeat variable diresidue) y la secuencia de ADN reconocida (Cermak 

et al., 2011).El dominio nucleasa, derivado de FokI, funciona como un dímero, al igual 

que en las ZFNs, y son por tanto necesarios dosTALENs (que se sitúen sobre la diana 

en orientación inversa) para que se produzca el corte de doble cadena (DSB). Este 

diseño ha permitido generar multitud de TALENs que cortan en sitios específicos con 

una alta eficiencia y especificidad (Li et al., 2015). 
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Figura 5. Sistema TALEN (Sociedad Andaluza de Enfermedades Autoinmunes, 2015) 

 

La tecnología de nucleasasas tipo activadores de transcripción son una 

poderosa herramienta para la ingeniería del genoma que puede usarse para escindir 

secuencias genómicas únicas de células vivas y organismos (Cota-Coronado et al., 

2020). 

 

4.2 Origen del sistema CRISPR-Cas 

4.2.1 Descubrimiento 

Durante la década de los 80, un grupo de investigadores japoneses, fue primero 

en ver, lo que luego se conocería como CRISPR. Durante sus investigaciones sobre 

el gen que codificaba la isoenzima de la fosfatasa alcalina en E. coli. observaron en el 

extremo 3´ de la hebra de ADN 5 secuencias de 29 nucleótidos muy parecidas entre 

sí, separadas por 32 nucleótidos (Figura 6) (Ishino et al., 1987).  

Gracias a los estudios de (Stern et al., 1984) en E.coli y Salmonella typhimurium 

sobre las las denominadas REP sequences (Secuencias palindrómicas extragénicas) 

los investigadores japoneses sospecharon que estas secuencias podrían tener una 

funcion muy importante en organismos procariotas. 

 

 

Figura 6. Secuencia repetitiva de nucleótidos en la región del gen de la isoenzima de la 
fosfatasa alcalina (Ishino et al., 1987). 
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Otra gran pista vino de otros investigadores (Mojica et al., 1993), que vieron estas 

secuencias repetidas en bacterias halófilas cuando estaban estudiando sus 

mecanismos para adaptarse a ambientes con un alto contenido en cloruro sódico. 

Posteriores estudios revelaron que eran repeticiones cortas, que estaban 

generalmente en grupos, los cuales están regulados por un espaciador único de que 

suele ser de longitud constante. A estas secuencias le dieron el nombre de SRSRs 

(repeticiones cortas regularmente espaciadas). Mediante análisis de secuencias en 

bases de datos consiguieron encontrar SRSRs en diferentes genomas microbianos. 

Por lo general vieron que estas secuencias se conservaban en los mismos grupos 

filogenéticos, en los que había un alto porcentaje de similitud entre los mismos 

dominios (Figura 7). Las SRSRs se encontraban entre espacios agrupados cuya 

longitud era siempre entre 20 y 58 pb (Mojica et al., 2000). 

Unos años más tarde, en 2002, se denominó a estas secuencias repetidas 

CRISPR, acrónimo de Clustered Regurarly Interspaced Short Palindromic Repeats o 

como se traduciría en castellano en Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y 

Regularmente interespaciadas (Jansen et al., 2002). 

 

 

Figura 7. Alineamiento de las SRSRs en diferentes especies. (Mojica et al., 2000) 

 

 



 
 

12 
 

4.2.2 Identificación de los genes asociados a CRISPR, Cas.  

En este mismo año, los mismos científicos que acuñaron el término CRISPR, 

vieron que había una cierta homología en los genes próximos al loci de CRISPR. A 

estos genes se les dio el nombre de CRISPR-associated genes o Cas. Estos genes, 

se han clasificado en cuatro tipos, cas1 a cas4, y llevaban asociada una proteína Cas 

(Cas1, Cas2, Cas3 y Cas4). Esta característica es exclusiva de procariotas, no 

habiéndose encontrado nada parecido en eucariotas (Jansen et al., 2002). 

La clasificación anterior de los genes Cas se ha ido complicando con el tiempo 

y con el estudio de distintas especies. En la Tabla 1 se resumen la gran cantidad de 

tipos y subtipos de genes asociados a CRISPR identificados hasta la fecha (Haft et 

al., 2005). 

 

Tabla 1. Descripción de los tipos y subtipos de Cas (Haft et al., 2005). 

  

4.2.3 Función Biológica 
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Llegados a este punto la cuestión es clara, ¿Cuál es el significado biológico de 

todo esto?, ¿Cuál el significado de la proximidad entre CRISPR y cas? 

Tras secuenciar una gran cantidad de proteínas cas y ver su estructura, en 

2006 se llegó a la hipótesis de que el sistema CRISPR-Cas es un mecanismo de 

defensa ante la invasión de fagos y plásmidos en bacterias. Un mecanismo similar al 

sistema de ARN de interferencia (ARNi), con funciones análogas como son la de 

helicasa-nucleasa de la doble hebra de ARN específica, endonucleasa del ARN 

mensajero y polimerasa de ARN dependiente de ARN (Makarova et al., 2006). Esto 

fue confirmado un año más tarde realizando experimentos con fagos en los que se vio 

que el sistema CRISPR/Cas proporcionaba inmunidad frente a ellos (R. Barrangou et 

al., 2007). 

 

5. SISTEMA CRISPR-CAS 

5.1  Estructura 

Se compone de dos elementos: un ARN proveniente de la secuencia CRISPR, 

llamado «ARNcr», y la endonucleasa Cas. La secuencia CRISPR se compone de un 

líder o promotor y distintas secuencias espaciadoras (de 25 a 50 nucleótidos) 

flanqueadas por elementos repetidos, usualmente palindrómicos (de 

aproximadamente 32 nucleótidos) (Figura 8). El ARNcr es el encargado de dirigir a 

Cas hacia su secuencia complementaria, donde Cas realiza el corte de la secuencia 

patógena.  

Por otro lado, tenemos una secuencia conocida como motivo adyacente al 

protoespaciador (PAM) que incorpora los nucleótidos adyacentes al PAM como 

elemento espaciador junto al promotor en CRISPR (Figura 9) generando así una 

memoria inmunológica (Jansen et al., 2002). 

 

 

Figura 8. Estructura del Sistema CRISPR-Cas (Rodríguez et al., 2018) 
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Figura 9. Incorporación de secuencia espaciadora al genoma bacteriano (Lammoglia-Cobo 
et al., 2016) 

 

5.2  Mecanismo de acción 

El mecanismo de acción por el que el sistema CRISPR/Cas confiere inmunidad 

adaptativa a los procariotas puede explicarse según tres etapas: adaptación, 

expresión e interferencia (Figura 10). 

1. Adaptación: Este proceso sucede cuando un virus o un plásmido ataca al 

procariota por primera vez. La proteína Cas transfiere un fragmento PAM a un 

extremo de la secuencia CRISPR, generando así un nuevo espaciador (Mojica 

& Almendros, 2017). 

2. Expresión: En este proceso se produce la transcripción de la secuencia de 

CRISPR dando lugar a un ARN precursor (pre-crARN), constituido por la 

secuencia de un solo espaciador y fragmentos de las repeticiones de CRISPR. 

Éstos se unen a proteínas Cas para formar los complejos efectores (Oost et al., 

2014) 

3. Interferencia: Se produce tras otra toma de contacto con un virus o plásmido 

que ya había generado su espaciador. Es por ello que se genera un complejo 

efector el cual actúa en la secuencia diana frenando la proliferación del virus 

(Mojica & Almendros, 2017). 
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Figura 10. Mecanismo de acción de CRISPR-Cas (Mojica & Almendros, 2017). 

 

 

5.3 Tipos 

Como ya se dijo anteriormente en los antecedentes, nos encontramos una gran 

cantidad de tipos y subtipos de proteínas Cas. Es por ello que existe una clasificación 

del sistema CRISPR-Cas bastante compleja, que contiene 2 clases, 6 tipos y hasta 19 

subtipos (Figura 11). Su distribución es bastante heterogénea en procariotas (Figura 

12) (Makarova et al., 2018).  

La Clase 1 (Tipos I, III y IV) utiliza un complejo de múltiples proteínas Cas para 

degradar los ácidos nucleicos extraños. Por otro lado, la Clase 2 (Tipos II y V) posee 

una sola proteína Cas de mayor tamaño para desempeñar la misma función que los 

complejos múltiples de proteínas de la clase 1 (Fagen et al., 2017). 
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Figura 11. Clasificación funcional de los sistemas CRISPR-Cas (Makarova et al., 2015). 

 

 

Figura 12. Distribución de los distintos tipos de CRISPR-Cas en los genomas de bacterias y 
arqueas (Makarova et al., 2015). 

 

Tipo I. La proteína enzimática que se asocia para transferir la secuencia PAM 

y formar complejos efectores junto al ARN precursor es Cas3. Es el tipo más 

abundante (Figura 11, a). La nucleasa Cas3 no solo corta el ADN, sino que además 

tiene función exonucleasa 3’-5’, por lo que tiene la capacidad de destruir grandes 

segmentos de ADN (Westra et al., 2016). 

Tipo II. Este tipo utiliza Cas9 como proteína efectora del corte del ADN, es el 

mejor estudiado y el más utilizado en edición genómica (Bikard et al., 2014). 

Tipo III. Utiliza Cas10 como nucleasa. Se asemeja al tipo I cuando se forma el 

complejo multiproteico. Su peculiaridad radica en que es capaz de actuar también 

sobre el ARN (Leon et al., 2017). 
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Tipo IV. Aún no ha sido caracterizado experimentalmente, pero se sabe que 

utiliza numerosos complejos proteicos para su funcionamiento (Leon et al., 2017). 

Tipo V. Utiliza solo la proteína Cpf1 que rompe la doble hebra de ADN dejando 

extremos cohesivos, por lo que está adquiriendo una gran importancia en la 

introducción de segmentos de ADN en eucariotas (Leon et al., 2017). 

 

 

5.4  CRISPR/Cas9 

En este apartado hablaremos concretamente sobre el Sistema CRISPR-Cas9 

perteneciente a la clase 2, tipo II, que utiliza como componente principal la proteína 

Cas9. Debido a su fácil accesibilidad, técnica y su bajo coste económico, ha dado 

lugar a una revolución casi sin precedentes en la edición genómica.  

Como se ha explicado anteriormente el mecanismo de acción de CRISPR-Cas 

en bacterias genera una especie de “catálogo” de ADNs virales tras sus primeros 

encuentros, generando así unas secuencias almacenadas, denominadas ARN guías, 

que reconocen al ADN invasor. Es en este punto donde actúa la proteína Cas9, 

cortándolas y eliminándolas. Se trata pues de un sistema inmune adaptativo (Giono, 

2017). 

El estudio detallado de este mecanismo permitió plantear la posibilidad de 

utilizarlo en otros sistemas celulares para guiar a la nucleasa Cas9 en forma específica 

hacia otras secuencias (Lander, 2016). Dado que la secuencia diana cortada por Cas9 

está determinada por la secuencia del ARN guía, basta con sintetizar una nueva 

molécula de ARN guía para redireccionar a la nucleasa Cas9 hacia cualquier 

secuencia (Figura 13). Esto convierte al sistema CRISPR-Cas9 en una técnica de 

edición genómica extremadamente simple y accesible para toda la comunidad 

científica (Doudna & Charpentier, 2014). 



 
 

18 
 

 

Figura 13. Sistema CRISPR/Cas9 adaptado para su utilización en eucariotas (Giono, 2017). 

 

Además, existen variantes del sistema CRISPR-Cas9 que permiten regular la 

expresión de un gen, bien sea inhibiéndola (CRISPRi) o aumentándola (CRISPRa) 

(Tabla 2. Comparación entre técnicas derivadas de CRISPR (Fellmann et al., 2016).. Esta 

versatilidad hace que haya sido adaptado en una gran cantidad de aplicaciones 

biotecnológicas, como por ejemplo la generación de fármacos, generación y 

optimización de factores celulares, identificación de genes esenciales en patógenos, 

etc (Fellmann et al., 2016).  

 

 

Tabla 2. Comparación entre técnicas derivadas de CRISPR (Fellmann et al., 2016). 
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6. APLICACIONES 

El sistema CRISPR-Cas, por lo simple de su metodología y su reducido coste, 

atrajo la atención de forma inmediata. A partir del 2011, empezaron a proponerse 

diferentes soluciones basadas en este sistema, aplicaciones relacionadas 

principalmente con la manipulación genómica, que posteriormente se ampliaron al 

diagnóstico y la investigación a medida que se profundiza en el conocimiento de los 

componentes de este sistema. Se ha utilizado para modificar los genomas de muchas 

especies de plantas y animales, así como de células humanas in vitro. De hecho, el 

sistema CRISPR-Cas puede ser una alternativa viable para las terapias génicas. 

 

6.1  Terapia génica: 

Una de las aplicaciones más importantes del sistema CRISPR-Cas está en el 

campo de la tecnología terapéutica para tratar trastornos genéticos. Hace unos años 

en Estados Unidos se aprobó la utilización de CRISPR en humanos que padezcan 

tipos de cáncer que necesiten linfocitos T (Reardon S. , 2016). Cas9 podría ser 

utilizado además en células somáticas, para la ingeniería de células terapéuticas. Las 

células T del receptor de antígeno quimérico (CAR) pueden modificarse ex vivo e 

introducirse en un paciente para dirigirlas específicamente a determinados cánceres 

(Hsu et al., 2014). En la actualidad ya se ha aplicado como terapia génica en varias 

enfermedades en modelos animales con resultados prometedores (Tabla 3).  

Por otro lado, el tratamiento de embriones mediante el sistema CRISPR-Cas 

proporciona datos prometedores. Un trabajo realizado por un grupo de investigadores 

especializados en biología reproductiva eligió una mutación en el gen MYBPC3 que 

causa una miocardiopatía hipertrófica, una enfermedad hereditaria autosómica 

recesiva que afecta a 1 de cada 500 personas aproximadamente. Para ello tomaron 

el esperma de un hombre portador de la mutación (heterocigoto) y los oocitos de una 

mujer enferma (homocigótica recesiva), lo cual daría una descendencia de un 50% de 

embriones sanos heterocigóticos y otro 50% de embriones enfermos. La estrategia 

consistió, en inyectar primero el sistema CRISPR/Cas9 junto con el esperma a los 

oocitos en metafase II mediante inyección intracitoplasmática y, segundo, en inyectar 

directamente la molécula ADN guía junto a la proteína Cas9 recombinante para que, 

de este modo, estuviera actuando durante un tiempo limitado (hasta que se 

degradase). Los resultados fueron bastantes favorables ya que se obtuvieron un 72% 
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de los embriones correctamente editados y por ende un aumento del 22% de 

embriones normales. Por otro lado, no se detectó ningún corte inespecífico no 

deseado por parte de la nucleasa Cas9 (Ma et al., 2017). 

 

 

Tabla 3. Enfermedades que han podido ser corregidas con CRISPR-Cas9 (Lockyer, 2016). 

 

6.2  SARS-CoV-2 

La tecnología CRISPR-Cas forma una parte integral de las aplicaciones en el 

diagnóstico clínico por medio de la biotecnología. Es por ello que ha contribuido en el 

diagnóstico de la COVID-19 en enfermos y en portadores asintomáticos. En general 

todas las variantes de diagnóstico de CRISPR-Cas son métodos rápidos de detección 

cuyos resultados se revelan en tubos y tiras de papel por medio del uso de fluoróforos 

que pueden ser observados a simple vista y cuantificados por un fluorímetro (Figura 

14). Es por ello que tienen una alta sensibilidad ya que detectan los componentes 

moleculares del SARS-CoV-2 con una baja cantidad de copias amplificadas (Escobar-
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Muciño et al., 2020). Estas metodologías de CRISPR han sido comparadas y 

validadas con los métodos de detección PCR, RT-PCR y RT-Lamp (Tabla 4) en 

pacientes asintomáticos, enfermos y re-infectados por el virus para así ver la utilidad 

de las pruebas en el diagnóstico de la enfermedad (Long et al., 2020).  

 

 

Figura 14. Esquema genérico de diagnóstico y alarma basado en CRISPR-Cas (Choi, 2020) 

 

 

 
Tabla 4. Principales métodos de detección del SARS-CoV-2 (Escobar-Muciño et al., 2020) 
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El problema principal del empleo de la RT-qPCR en tiempo real para el 

diagnóstico es que se requiere un equipamiento específico para realizarla y personal 

cualificado para su ejecución, por lo que es necesario que la muestra sea transportada 

a laboratorios acreditados con estas capacidades para realizar el diagnóstico. Esto 

puede suponer un retraso de 1-2 días en la emisión del informe con los resultados al 

hospital donde se encuentra el paciente afectado (Montoliu et al., 2020). La diferencia 

esencial del diagnóstico mediante CRISPR-Cas con la RT-qPCR es que toda la 

reacción ocurre en un mismo tubo, y la respuesta se obtiene a los 40 minutos (si la 

lectura es por fluorescencia) o en unos 70 minutos (si la lectura es a través de una tira 

reactiva) (Tabla 5). La sensibilidad es de aproximadamente hasta 10 copias del 

genoma del coronavirus por microlitro de muestra de saliva o nasofaríngea (Joung et 

al., 2020). 

Es por ello que los métodos de detección “clásicos” del SARS-CoV-2 (por RT-

qPCR o RT-LAMP) frente a CRISPR-Cas han demostrado ser más lentos y costosos. 

CRISPR-Cas puede suponer para el diagnóstico de la COVID-19 un punto de inflexión 

para controlar la epidemia, ya que es vital para contribuir a disminuir el tiempo de 

estancia en hospitales (Figura 15) (Escobar-Muciño et al., 2020). 

 

 

 

Tabla 5. Ventajas que supone CRIPR-Cas frente al método RT-qPCR (Montoliu et al., 2020) 
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Figura 15. Tiempo de diagnóstico de muestra nasofaríngea o salival de RT-qPCR frente a 
CRISPR (Montoliu et al., 2020) 

  

6.3  CRISPR como solución a las resistencias antibióticas. 

En los últimos años, la resistencia a antibióticos está uno de los mayores 

problemas en salud pública. Sólo en España, el número de muertes que causan cada 

año las denominadas bacterias multirresistentes asciende aproximadamente a 35.000 

personas. Por otro lado, en España la inversión de fondos para la investigación de 

este problema es prácticamente nula (Vilaseró, 2018). Es por eso que CRISPR puede 

jugar un papel clave en la solución del problema debido a su fácil uso y su bajo costo.  

 Diversos estudios han desarrollado bacteriófagos modificados por CRISPR 

cuya misión es eliminar bacterias resistentes o revertir el proceso de resistencia. 

Teniendo esto en cuenta, existen dos métodos posibles para solucionar el problema 

(Figura 16). 

 

•           Método 1: Elaboración de un bacteriófago específico para la bacteria 

patógena en cuestión introduciendo los componentes del sistema CRISPR en su 
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genoma. Cuando el fago infecta a la bacteria diana CRISPR-Cas reconoce el ADN 

diana “programado” perteneciente al cromosoma de la bacteria patógena, 

atacándola y produciendo con ello su muerte. La digestión del ADN de la bacteria 

por la endonucleasa Cas normalmente no puede ser reparada y resulta letal, lo 

cual posibilita el uso de CRISPR como agente antibacteriano programable 

gracias a la modificación del ARN guía (Selle et al., 2015).  

 

•           Método 2: Creación de un vector (fagémido) específico para la bacteria en 

cuestión. En este caso el ADN diana será el gen de resistencia al antibiótico 

codificado en un plásmido. Este plásmido será atacado y destruido, provocando la 

“re-sensibilización” al antibiótico. Para este método se utiliza lo que se conoce 

como un fagémido que se define como un tipo de plásmido con algunos elementos 

genéticos del fago (origen de replicación), pero cuyo material genético no codifica 

ningún componente adicional del fago. Han tenido mucho éxito para lograr la “re-

sensibilización” de bacterias patógenas como Escherichia coli y Staphylococcus 

(Gearing, 2017). 

 

 

Figura 16. Representación de CRISPR en el genoma del fago (Método 1) y en el fagémido 
(Método 2) (Fagen et al., 2017). 

 

6.4  Biotecnología vegetal 

La pared celular de las células vegetales, constituye una de las grandes 

diferencias entre éstas y las células animales. Es por ello que supone un obstáculo 

físico entre la secuencia diana y los componentes del sistema CRISPR, la proteína 

Cas y el ARN guía. Aun así, la manipulación genómica se ha logrado en diferentes 
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especies de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens. Esto ha logrado 

ventajas fundamentales como es la incorporación de un número bajo de copias del 

gen de interés a bajo costo. Por otro lado, existen también otros métodos en el caso 

de no ser posible el uso de A. tumefaciens como es el empleo de la microinyección, 

el bombardeo de partículas y la transformación de protoplastos mediante 

polietilenglicol (PEG) (Hernández, 2018).  

Una de las aplicaciones más llamativas en este sentido es la mejora frente al 

estrés biótico y abiótico, es por ello que el número de plantas resistentes obtenidas 

con la tecnología CRISPR/Cas aumenta cada año (Tabla 6). Por ejemplo, utilizaron el 

ARN guía del gen OsERF922 que es un regulador negativo de Oryza sativa frente al 

hongo Magnaporthe oryzae para obtener mutantes con cambios en el marco de 

lectura de este gen, lo cual supuso un aumento notorio de la resistencia a M. oryzae 

(Wang et al., 2016).  

 

Tabla 6. Cultivos mejorados mediante CRISPR/Cas para resistencia a microorganismos patógenos 
(Hernández, 2018). 
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6.5  Inconvenientes del sistema CRISPR-Cas9: efectos inespecíficos (“Off 

target”) 

Si bien es cierto que CRISPR-Cas9 es una herramienta increíble para la edición 

de genomas debido a su fácil manejo y bajo coste, esta técnica también plantea 

inconvenientes. El problema que más preocupa es lo que se conoce la generación de 

modificaciones “off target” u obtención de modificaciones en sitios inespecíficos que 

no formaban parte del locus diana. Los efectos inespecíficos se producen debido a 

que en el organismo de origen del sistema (bacterias) y por su función de defensa 

contra elementos nucleotídicos externos, puede ser útil el reconocimiento y 

destrucción de ADN viral o plasmídico hipervariable. Y, aunque esta relativa 

flexibilidad en el reconocimiento de secuencias variables pueda ser útil para el 

organismo, cuando se saca de su contexto original y se dedica a la modificación 

genómica, genera mutaciones indeseadas más allá de la región diana, lo cual se 

traduce en efectos colaterales indeseados (Ma et al., 2014).  

Los efectos “off target” varían mucho dependiendo de dónde se encuentre el 

error en el apareamiento y el número de ellos. Múltiples estudios apuntan a que, si el 

fallo está fuera del extremo 5’ de la diana o se encuentran en una cantidad de hasta 

cinco nucleótidos, se pueden dar eventos de mutaciones “off target”, que pueden 

llegar a tasas iguales a las de modificaciones en la diana correcta (Fu et al., 2013). 

Por otro lado, también hay que tener en cuenta el tipo celular al que pertenezcan ya 

que se ha demostrado que dependen de la estructura de cromatina y de la 

epigenómica que posean (Ma et al., 2014). 

El problema de los efectos off-target se ha abordado a través de múltiples 

estrategias con una finalidad común: incidir en el diseño del ARN guía para evitar que 

éste pudiera coincidir con más de una secuencia, ya sea codificante o no codificante. 

 

7. IMPLICACIONES ÉTICAS 

La adaptación del sistema CRISPR como herramienta de edición genómica 

supuso una gran revolución en muchos campos de aplicación. Es por ello que algunas 

de estas aplicaciones como ensayos clínicos, terapia génica de la línea germinal en 

embriones o de la línea somática en humanos, suscitan cuestiones éticas que deben 

ser abordadas de manera objetiva (Gómez-Tatay & Aznar, 2019). 

La edición genética de la línea germinal es una de las aplicaciones clínicas con 

mayor controversia, ya que la modificación del genoma de gametos y embriones 
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suponen un riesgo impredecible ya que pueden generar cambios transmitibles de 

generación en generación. CRISPR también permite mejorar nuestras capacidades 

como ser humano (a esto se le llama transhumanismo o posthumanismo). Por otro 

lado, también es posible gracias a CRISPR la edición de rasgos del futuro bebé (niños 

de diseño). Es por ello que, la comunidad científica desde un primer momento estuvo 

totalmente de acuerdo con la prohibición de la modificación genética de la línea 

germinal con fines reproductivos (Baltimore et al., 2015). 

Diversos informes recientes, como el que expuso la Sociedad Americana de 

Genética Humana (ASHG) reflejan una clara tendencia de los científicos a rechazar 

este tipo de experimentos ya que a día de hoy las cuestiones éticas, científicas y 

políticas no resueltas hacen inapropiada la edición genética en embriones para su 

posterior implantación, dejando solo abierta la posibilidad de la investigación de 

embriones y gametos para su posible uso futuro de la terapia génica germinal, pero 

no la realización de cualquier aplicación reproductiva (Ormond et al., 2017). Esta 

tendencia se observa también en Europa donde representantes de más de 20 países 

europeos reflexionaron sobre el uso responsable de CRISPR-Cas, tal y como exponen 

la Sociedad Europea de Genética Humana (ESHG). En definitiva, aunque hay cierto 

acuerdo de postulados en la comunidad científica existe una gran cantidad problemas 

bioéticos asociados que impiden que el uso de esta técnica a día de hoy ya que 

suponen un riesgo impredecible (Chneiweiss et al., 2017) 

En cuanto a la edición de la línea somática, CRISPR ha sido utilizado en 

numerosos modelos animales con mucho éxito, tal y como se puede observar en la 

Tabla 3. En humanos se ha utilizado por primera vez en China en el año 2016. Tras 

extraer células cancerosas de riñón pulmón, hígado o garganta de 86 pacientes de 

varios ensayos (Cyranoski, 2016) y analizar la sangre de 34 de esos voluntarios se 

comprobó que casi todos presentaban una adaptación inmunitaria contra la proteína 

Cas, por lo que suponía que el tratamiento no estaba siendo para nada efectivo y 

podría ser perjudicial en los tejidos afectados ya que las células T dirigidas a Cas 

tenían una probabilidad de desencadenar un ataque generalizado en los propios 

tejidos del cuerpo (Ledford, 2018). Por otro lado, se ha descubierto que CRISPR 

produce grandes delecciones y reordenamientos genéticos que se desconocían hasta 

la fecha.  

Es preocupante la rapidez con la que se están desarrollando ensayos clínicos 

con CRISPR en China y por ello deberían establecerse unas pautas mucho más 
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estrictas para su uso, analizando con mucha más cautela el balance riesgo-beneficio 

para los pacientes. Es por ello que EEUU suspendió en el 2016, un ensayo en 

humanos con CRISPR, debido a sus grandes problemas de seguridad (Reardon,  

2016). 

Teniendo en cuenta la información disponible, se pueden extraer las siguientes 

conclusiones sobre las implicaciones éticas: 

- CRISPR/Cas es una herramienta muy poderosa en la ingeniería genética de 

fácil uso y gran potencial, pero a su vez es una herramienta aún muy 

desconocida. 

- El uso de CRISPR/Cas en terapia génica en humanos sigue siendo hoy día un 

reto casi imposible debido a las consecuencias desconocidas que puede 

desencadenar. 

- La investigación debe ir siempre de la mano de la ética. El control de las 

investigaciones científicas debe ser muy exhaustivo y requiere de una gran 

cautela. El debate ético entre toda la comunidad científica es totalmente 

necesario y deber ser constante. 

- Antes de llevar a cabo cualquier investigación se deben analizar todos los 

factores a tener en cuenta con el fin de reducir la peligrosidad. 

- La población debe conocer cuáles son los retos a los que nos estamos 

enfrentando, para así poder participar en la toma de decisiones. 

 

8. DISCUSIÓN 

CRISPR ha conseguido en su gran mayoría, arrebatar el puesto a otros 

métodos, tales como las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) o las enzimas nucleasas 

efectoras de tipo activador de transcripción (TALEN). Con CRISPR/Cas9 en concreto, 

el empleo de un ARN guía para especificar la secuencia diana, basta para realizar el 

corte específico, mientras que el empleo de ZFN y TALEN requieren un diseño mucho 

más tedioso y caro para realizar la misma función. 

Los beneficios que obtenemos gracias a la tecnología CRISPR/Cas en 

aplicaciones como el sector sanitario y agrícola entre otros es claramente un éxito 

(Hernández, 2018). Sin embargo, aunque esta tecnología ha conseguido grandes 

avances, quedan aún muchos problemas por resolver, como el problema que plantea 

el efecto off target de Cas9. Es por ello que, una de las principales vías de 
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investigación de CRISPR/Cas se basan en disminuir los efectos inespecíficos (Ma et 

al., 2014). 

 

9. CONCLUSIONES 

Han pasado 40 años desde que un equipo japonés durante sus estudios del 

funcionamiento de un enzima los llevara por casualidad al descubrimiento de lo que 

hoy conocemos como CRISPR-Cas. Esta técnica se ha convertido a día de hoy en 

una poderosísima herramienta que ha revolucionado el mundo de la genética. 

Tal y como hemos visto en esta revisión bibliográfica, pese a sus 

inconvenientes tanto funcionales como éticos, esta técnica posee cada día más 

aplicaciones, tanto en mejora genética aplicada a la producción animal y vegetal, 

como en terapia génica entre muchas otras. Por otro lado, cabe destacar la posibilidad 

de su fácil aplicación para resolver otros problemas, como ha ocurrido en su empleo 

para el diagnóstico de la COVID-19. 

 Por último, hay que hacer un notable hincapié en el papel de la investigación. 

CRISPR-Cas se ha convertido en la mejor herramienta para la edición dirigida del 

genoma y todo esto ha sido gracias a la gran labor de los investigadores. Su trabajo 

constante nos ha permitido llegar a lo que sabemos hoy. Es por ello que debemos 

seguir trabajando para conseguir los objetivos que se propongan. 
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