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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

 

ABEs: Editores de base de adenina 

BE: Editores de base 

BER:  Reparación por escisión de bases 

CAS: Proteína asociada a CRISPR 

Cas9: Proteína asociada a crispr tipo II 

Cas9n: Nicasa de Cas9 

CBEs: Editores de base de citosina 

CRISPR: Secuencias palindrómicas 
cortas repetidas regularmente 
interespaciadas 

CRISPR/Cas: Nucleasas de secuencias 
palindrómicas cortas repetidas 
regularmente interespaciadas asociada 
a Cas 

CRISPRa: CRISPR activador 

CRISPRi: CRISPR represor 

crRNA: RNA transcrito de CRISPR 

dCas9: Cas9 sin actividad nucleasa 

DSBs: Doble corte en ambas cadenas 
de DNA 

D10A: Nicasa con RuvC mutado 

FokI: Endonucleasa de restricción tipo 
IIS 

GFP: Proteínas de fluorescencia verde 

 

HFBE3: Editores de base de alta 
fidelidad 

HNH: Dominio nucleasa de Cas9 

HR:  Recombinación Homóloga 

HDR: Recombinación homóloga dirigida 

H840A: Nicasa con HNH mutado 

KRAB: Dominio inhibidor de la 
transcripción 

MNs: Meganucleasas 

Nick: Mella en DNA 

NHEJ: Recombinación por unión de 
extremos no homólogos 

PAM: Motivo adyacente al 
protoespaciador 

Pb: Pares de bases 

PBS: Sitio de unión del primer 

PE: Prime editor (Editor de calidad) 

pegRNA:  RNA guía del Prime Editor 

pre-crRNA: Precursor de crRNA 

RNAasa III: Nucleasa de RNA tipo III 

RNP: Ribonucleoproteína 

RuvC: Dominio nucleasa de Cas9 
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sgRNA: RNA guía único. (tracrRNA y 
crRNA) 

 

SNPs: Polimorfismos de nucleótido único

SRSR: Repeticiones cortas regularmente espaciadas 

TALENs: Nucleasas tipo activadoras de la transcripción 

tracrRNA: RNA transactivador no codificante

UDG: Enzima uracilo-DNA glicosilasa 

UGI: Inhibidor de UDG 

VP46: Dominio activador de la transcripción 

ZFNs: Nucleasas dedos de zinc 
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RESUMEN 
 

El descubrimiento del complejo CRISPR/Cas, formado por repeticiones palindrómicas 

cortas regularmente interespaciadas asociadas a la nucleasa Cas, ha supuesto una 

revolución en el campo de la edición génica e ingeniería genética, convirtiéndose en la 

herramienta dominante para la manipulación génica de los sistemas biológicos.  

 

Este sistema fue hallado en el mecanismo de inmunidad adquirida de bacterias y arqueas, 

permitiendo incorporar material genético de fagos y plásmidos invasores en su ADN para, 

tras una nueva infección, ser capaces de reconocerlo mediante crRNA y degradarlo con 

los dominios nucleasa de Cas. 

La tecnología CRISPR/cas utiliza esta herramienta de reconocimiento y escisión del ADN 

presente en la naturaleza y la traslada a la edición génica, permitiendo a los investigadores 

silenciar, activar, añadir y cambiar genes o secuencias específicas.  

Además, a lo largo de los años, CRISPR/Cas ha sido modificada para conseguir técnicas 

más específicas y seguras que permiten aplicarlas en diversos campos de la biotecnología 

y la medicina, especialmente en la investigación y la terapéutica de enfermedades hasta 

ahora incurables. 

 

En este trabajo se realizará una revisión bibliográfica sistemática para explicar los 

principales métodos de edición génica y, más en profundidad, el funcionamiento de 

CRISPR/Cas9 como herramienta líder de edición. Describiré su estructura, sus 

características y sus modificaciones más importantes como las nicasas, los Editores de 

Bases y el Prime Editing, y además desarrollaré sus aplicaciones en la actualidad. 

 

Palabras clave: Edición génica, CRISPR/Cas, Cas9, editores de bases, prime editing. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La historia de la genética comenzó a mediados del siglo XIX con el trabajo de Gregor 

Mendel introduciendo las leyes fundamentales de la herencia y fue continuada por 

Watson y Crick en 1953 describiendo la estructura del ADN como una doble hélice, 

complementaria y antiparalela. Tras estos descubrimientos, se inició la era de la 

genética que no ha parado de crecer a lo largo de la historia. [1] 

A partir de los años 70, se comenzaron a estudiar las técnicas que permiten aislar y 

manipular el ADN, es decir, se dan los primeros pasos en edición génica. Esto fue 

posible gracias al descubrimiento y aislamiento de las enzimas de restricción en 1970 

por W. Arber, D. Nathans & H. Smith, lo que permitió la creación de la primera molécula 

de ADN recombinante y su inserción en una bacteria en 1973 por Stanley Cohen y 

Herbert Boyer. A partir de este momento, numerosos hitos históricos han ocurrido en el 

área de la edición génica hasta la actualidad, como la producción de somatostatina, la 

creación de la técnica PCR, la clonación del primer mamífero y la publicación de la 

secuencia del Genoma Humano.[2] 

A lo largo del trabajo se realizará una revisión bibliográfica sobre las técnicas actuales 

de edición génica, en qué consisten, cómo se desarrollan y sus diferentes 

modificaciones. Más en profundidad, desarrollaré la técnica CRISPR/Cas y sus 

variantes debido a la gran repercusión y su evolución en los últimos años.  

1.1. ¿Qué es la edición génica? 

La edición génica consiste en la manipulación y modificación del ADN de una célula u 

organismo para producir cambios en sus características. Se lleva a cabo mediante la 

eliminación, inserción o sustitución de secuencias de interés a través de las nucleasas, 

también denominadas “tijeras moleculares”. 

Las nucleasas son enzimas que, tras ser dirigidas hacia un gen o secuencia de ADN de 

interés (secuencia diana), realizan unos cortes en esa secuencia que, posteriormente 

serán reparados por la maquinaria natural de la célula. Al modificar este proceso de 

reparación, se producen modificaciones dirigidas en el genoma dando lugar a la edición 

génica. [3] 
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1.2. Usos de la edición génica 

La edición génica puede aplicarse en cualquier situación en la que se desee modificar 

una secuencia de ADN, por ello sus usos abarcan el campo de la investigación, la 

biotecnología y la terapéutica. 

En primer lugar, se utiliza en investigación para entender las funciones de los genes, la 

generación de modelos celulares, o para el estudio de enfermedades genéticas y la 

evolución del cáncer.  Se generan modelos de enfermedades en animales, como 

ratones, para estudiarlas e investigar nuevas terapias y fármacos. 

También resulta útil en la agricultura,la edición génica permite, por ejemplo, producir 

plantas transgénicas (aunque no se introduzcan nuevos genes, sino que se modifican), 

mejorar los cultivos y hacer que resistan a diferentes tipos de estrés y aumentar la 

producción. [4] 

De la misma manera, se puede aplicar en ganadería, aumentando la producción de 

carne, leche, lana, etc. Por ejemplo, se han realizado experimentos editando el genoma 

de células embrionarias de ovejas, consiguiendo resultados prometedores en cuanto al 

incremento del tamaño y musculatura de éstas. [5] 

Por otra parte, la edición génica también puede aplicarse en medicina, la gran esperanza 

de hacer realidad la terapia génica. En principio, la edición génica se dirige a curar 

enfermedades hereditarias causadas por alteraciones de un solo gen. Se han descrito 

más de 10000 enfermedades monogénicas que afectan a millones de personas en el 

mundo. Las enfermedades en las que más se pretende aplicar son las que afectan a 

lugares accesibles, como el ojo, la sangre y los músculos. Existen actualmente 

numerosos ensayos clínicos que utilizan esta tecnología que buscan de tratar 

enfermedades como la anemia de Fanconi, la beta talasemia, la amaurosis congénita 

de Leber , la distrofia muscular de Duchenne y el cáncer mediante la terapia de células 

CAR-T[6] 
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1.3. Técnicas de edición génica 

Antes del descubrimiento de las nucleasas, la técnica de edición génica utilizada por los 

investigadores consistía en la inactivación dirigida de genes mediante la Recombinación 

Homóloga (RH) y ha sido ampliamente utilizada en células madre embrionarias de 

ratones. Sin embargo, la RH presentaba numerosas limitaciones en algunos organismos 

y una baja eficacia de edición (frecuencia de integración de 1 célula modificada de cada 

100.0000 aproximadamente en eucariotas). Esta técnica ha sido superada por una 

nueva forma de edición génica dirigida basada en el diseño de las nucleasas y la 

formación de cortes en la doble cadena de ADN (DSBs, del inglés Double-strand Breaks) 

que proporciona técnicas más sencillas y económicas que las anteriores[7] 

Las nucleasas, como he mencionado anteriormente, producen cortes específicos en 

ambas hebras del ADN. Estos cortes son denominados DSBs y resultan letales para la 

célula, por lo que se activan los mecanismos de reparación natural del ADN que ocurren 

normalmente en la célula. Esta reparación puede utilizarse en edición génica para 

introducir cambios en la secuencia diana. [8] 

Double-strand breaks (DSBs) 

En 1994, se descubrió que la introducción de DSB aumentaba la frecuencia de la 

Recombinación Homóloga de 2 a 3 veces, lo que confirmó la eficacia de la edición 

génica dirigida mediante nucleasas que generaban DSBs en loci específicos.[7] 

Los DSBs son cortes en ambas hebras de ADN, que producen una discontinuidad en la 

información genética que activará la reparación del ADN con la maquinaria de la célula, 

lo que puede ser utilizado para generar cambios específicos en la secuencia deseada. 

Una vez producidos los DSBs, en presencia de una secuencia donante de ADN 

homólogo se producirá la Reparación por Homología Directa (HDR) que es al menos 

dos veces mas eficaz que la RH convencional. En ausencia de la secuencia de ADN 

donante, se producirá la reparación de forma aleatoria por unión de extremos no 

homólogos (NHEJ). [3] 

- Reparación por unión de extremos no homólogos (NHEJ) 

Se trata de un método natural y eficaz de reparación de DSBs, uniendo los 

extremos de ADN cortados por la nucleasa. La reparación no se basa en una 

hebra molde de ADN, sino que depende del “azar”, lo que hace que sea 
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considerado un método de reparación propenso introducir errores (generalmente 

pequeñas inserciones o deleciones denominados indels) en el sitio de DSB.  

Estos errores, que provocan inserciones o delecciones de bases nitrogenadas 

en la secuecia original, pueden silenciar o bloquear el gen diana al producir 

cambios en el marco de lectura, generando una proteína truncada o degradando 

el ARN mensajero por mutaciones terminadoras (NON-sense mediated decay). 

(Figura 1) 

NHEJ es el sistema reparador dominante en mamíferos y su uso se basa 

principalmente en conseguir eliminar o interrumpir el gen diana (knockout). 

- Reparación Homóloga Directa (HDR)   

Es un sistema de reparación de DSB que ocurre en presencia de un molde de 

ADN homólogo, es decir, un ADN donante. No está basado en errores como el 

anterior mecanismo y por ello se pueden conseguir inserciones y sustituciones 

de nucleótidos, es decir, adición y reparación génica. [7] 

 

 

 

Figura 1. Tipos de reparación del ADN. A) NHEJ  B) HDR. (3) 
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1.4. Nucleasas de edición génica 

Las herramientas más importantes en edición génica se basan en la utilización de 

nucleasas capaces de reconocer la secuencia diana y de generar cortes DSBs para 

llevar a cabo la reparación mediante NHEJ o HDR. 

Existen cuatro grupos de nucleasas utilizadas en edición génica:  

- Meganucleasas (MNs)  

- Nucleasas de dedos de Zinc (Zinc-finger nucleases ZFNs) 

-  Nucleasas efectoras de tipo activador de transcripción TALENs (transcription 

activator-like effector nuclease)  

- Nucleasas de secuencias palindrómicas cortas repetidas regularmente 

interespaciadas CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats). 

 

Meganucleasas 

Las meganucleasas (homing endonucleasas) presentan un dominio de reconocimiento 

muy grande (40pb) y, además, una baja citotoxicidad en células madre. Sin embargo, 

no son capaces de cubrir todo el genoma lo que se considera su principal limitación. 

Además, su complejidad y su baja eficiencia de edición hacen que hoy en día estén en 

desuso.[9] 

 

ZFNs 

Los ZFNs, también denominados dedos de zinc son endonucleasas artificiales que se 

crearon mediante la fusión de un dominio de reconocimiento de ADN de Cys2-His2 zinc 

(dedo pequeño de zinc) con el dominio de corte de la endonucleasa FokI.  

Los ZFNs actúan como dímero y pueden ser modificados para que reconozcan una 

región especifica (18 bp) con el dominio de unión de ADN del dedo de zinc. Es necesaria 

la formación del dímero para que FokI corte el ADN, por lo que se necesitan dos ZFNs 

por cada secuencia diana de ADN [7] 
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Cada dedo de zinc es capaz de reconocer 3 bp, lo que supone una desventaja al 

necesitar numerosas endonucleasas para editar secuencias largas de ADN.  

Actualmente, además de su uso en edición génica también se utiliza en terapia antiviral 

al ser capaz de inhibir receptores específicos de la célula, como en el VIH y en la 

replicación del virus del papiloma humano mediante un nuevo híbrido de ZFNs.[10]  

 

TALENs 

La edición génica continuó avanzando gracias a las TALENs y al aumento en la 

velocidad de producción.  

Son endonucleasas artificiales similares a los ZFNs, se activan con la dimerización lo 

que supone la necesidad de dos TALENs para realizar el DSBs. Sin embargo, 

demostraron mayor capacidad de edición y menos citotoxicidad que los ZFNs, además 

de presentar un diseño más sencillo. 

Están formados por un dominio de unión al ADN (secuencia específica de la región 

diana) unido al dominio endonucleasa FokI. [7] 

 

CRISPR/Cas 

En 2012, Doudna y Charpentier publicaron el primer artículo describiendo CRISPR-

Cas9 y sus aplicaciones en edición de genes al realizar el primer “corte” en el tubo de 

ensayo. Este descubrimiento supuso una revolución en la edición génica, y meses 

después se consiguió trasladar esta técnica a células eucariotas al realizar el primer 

“corte” en células vivas de mamíferos.  

CRISPR-Cas consiste en la utilización de una nucleasa ya existente en la naturaleza y 

su programación para conseguir la edición deseada. Esta técnica conseguía superar las 

limitaciones que presentaban las anteriores nucleasas, ya que eran demasiado difíciles 

de desarrollar. 

Gracias a su facilidad de uso, su eficiencia y disponibilidad, esta técnica se ha 

posicionado por encima de todas las anteriores y está presente en todos los laboratorios 

del mundo.[11] 
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2. OBJETIVOS 
 

El objetivo de esta revisión bibliográfica es la descripción del sistema CRISPR/Cas como 

herramienta de edición génica en células eucariotas, realizando un análisis detallado de 

sus características generales, su estructura y los procesos que se suceden para 

ejecutarse.  

Para ello, se explicará el mecanismo natural de CRISPR en procariotas y, posteriormente, 

las características del mecanismo aplicado a la edición génica. Se desarrollarán las 

diversas modificaciones de CRISPR/Cas, sus avances a lo largo de los años y sus 

aplicaciones en agricultura, ganadería, investigación y medicina.  

 

 

 

Figura 2. Línea temporal de CRISPR/Cas y la edición génica. Se muestran los hitos más 
representativos en ambos campos. En 2012, se produce la fusión de CRISPR y la edición génica 
con el descubrimiento de Cas9 como endonucleasa de ADN programable por ARN. Tras ello, se 
produjo una explosión de artículos e investigaciones comenzando en 2013, año en el que se usó 
CRISPR/Cas9 para modificar genes de células humanas y en otros eucariotas. (19) 
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3. MÉTODOS 
 

Se ha realizado una revisión bibliográfica sistemática, recopilando y resumiendo la 

información de estudios y artículos disponibles sobre CRISPR/Cas. 

Se ha recopilado la información durante los meses de marzo, abril y mayo de 2021 

desde las bases de datos científicas de PubMed y Google Scholar, utilizando los 

términos de “Genome editing”, “CRISPR/Cas”, “CRISPR/Cas9”, “Base editing”, “Prime 

editing”. Se han incluido artículos originales y de revisión publicados en los últimos 10 

años, desde 2011. 

Para la realización del trabajo se ha utilizado la herramienta Microsoft Word junto con el 

gesto bibliográfico Zotero. Además, se han incluido figuras creadas con Biorender. 

 

 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN: 

 

El descubrimiento de la tecnología CRISPR-Cas ha supuesto una revolución en la 

edición génica en los últimos años y sus modificaciones y estudios no han parado de 

crecer desde entonces. Esto se debe a que se trata de una técnica muy eficaz y 

asequible que permite editar el genoma mediante nucleasas existentes en la naturaleza, 

ofreciendo grandes ventajas con respecto a las descritas como ZFNs o TALENs. 

 

4.1. CRISPR-Cas como inmunidad adaptativa en organismos procariotas 

 

CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) fue 

descubierto como un sistema que formaba parte de la inmunidad adaptativa de 

organismos procariotas, encontrándose en el 50% de las bacterias y hasta en el 90% 

de las arqueas.  

Este mecanismo de inmunidad adaptiva se basa en la memoria molecular. Se observó 

que las bacterias eran capaces de incorporar material genético de los fagos y plásmidos 

que les infectaban, de tal forma que al repetirse la infección podían protegerse frente a 

ellos con el sistema CRISPR/Cas. [12] 
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Los organismos procariotas presentan unas secuencias repetidas de ADN de unos 24-

40 nucleótidos que fueron denominadas inicialmente SRSR y posteriormente CRISPR. 

Además, se observó que éstas estaban separadas por secuencias espaciadoras que se 

identificaron como fragmentos extracromosómicos procedentes de fagos y plásmidos 

de infecciones pasadas.[13][14] 

Conjuntamente a estas secuencias de repetición y espaciadoras, se encontraron unos 

genes asociados a CRISPR que codificaban nucleasas y se denominaron CAS.  

 

Por lo tanto, principalmente el sistema de inmunidad adaptativo de origen bacteriano 

CRISPR-Cas se basa en el rastreo y el corte de ácidos nucleicos invasores, gracias a 

unas secuencias de ARN guías y una endonucleasa, normalmente Cas9. [15] 

 

 

Podemos diferenciar dos clases de complejos CRISPR-Cas: 

- CRISPR clase 1: Definidos por la presencia de múltiples proteínas efectoras 

guiadas por RNA para escindir el ADN exógeno. Dentro de ellas encontramos 

tipo I, III y IV 

- CRISPR clase 2: Sistema que necesita una única proteína guiada por ARN para 

escindir el ADN exógeno (Cas9). Encontramos tipos II, V y VI.[16] 

 

 

Figura 3. Estructura de CRISPR/Cas9.  CrRNA y tracrRNA guían a Cas9 hacia el ADN 
diana y genera los cortes mediante los dominios nucleasa. (Figura de creación propia con 
Biorender) 
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Actualmente, la nucleasa utilizada en edición génica es principalmente Cas9 (Tipo II), 

que gracias a la ingeniería genética se ha ido modificando y mejorando a lo largo de los 

años. A continuación, desarrollaré las características principales de este tipo y sus 

modificaciones más relevantes. 

 

4.2. Funcionamiento de CRISPR-Cas9 
 

Como se ha introducido anteriormente, este sistema se basa en la presencia de un array 

CRISPR, compuesto por secuencias repetitivas que están separadas por secuencias 

espaciadoras que proceden del genoma invasor. Este array es transcrito como un 

precursor de crRNA (pre-crRNA), que seguirá un proceso de maduración para formar 

crRNA maduro, que servirá como guía a la proteína Cas hasta la secuencia diana. 

En los sistemas de tipo II (Cas9), el ARN guía está compuesto por CRISPR RNA 

(crRNA) y un trans-activador CRISPR ARN (tracrRNA). Por lo tanto, para desarrollar 

Cas9 son necesarios un crRNA, un tracrRNA y cas9 como único gen operón.(14) 

CrRNA deriva del CRISPR array, en el que las secuencias espaciadoras indican la 

secuencia objetivo y las secuencias repetitivas permiten la unión a Cas9. TracrRNA es 

un transcrito derivado de una zona cercana a CRISPR array. 

Por lo tanto, podríamos decir que una estructura doble de ARN dirige a la endonucleasa 

al punto de corte de ADN .En la práctica de edición génica, TracrRNa y CrRNA, al 

presentar una zona complementaria, pueden unirse formando un dúplex para así, 

obtener un único ARN guía y (sgRNA) y simplificar así el proceso.[18] 

 

 

Podemos dividir el funcionamiento de CRISPR/Cas9 en 3 etapas: 

 

1) Etapa de adaptación: Consiste en el reconocimiento y adquisición del material 

genético externo/invasor al locus CRISPR, de tal forma que al producirse una 

reinfección, este material será reconocido. Este proceso es llevado a cabo por 

las proteínas Cas1 y Cas2 y será lo que llamaremos secuencias espaciadoras. 

Cada región espaciadora cuenta con una secuencia adyacente de 3-5 

nucleótidos denominada PAM, que no es integrada en el genoma de la bacteria, 

pero será la secuencia de reconocimiento para Cas9.  
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2) Etapa de expresión: CRISPR se transcribe a pre-crRNA que contiene las 

secuencias espaciadoras, a tracrRNA (activadora) y de las proteínas Cas. Pre-

crRNA y tracrRNA forman un híbrido por complementariedad de bases, que 

mediante la RNAasa III formará los crRNAs maduros. Como resultado final 

obtenemos los crRNAs compuestos por las secuencias repetidas y 

espaciadoras, unidos a tracrRNA. 

3) Etapa de interferencia: Al entrar en contacto con material genético ya 

reconocido (externo/invasor), el dúplex formado por crRNA y tracrRNA guía a la 

endonucleasa Cas9 hacia el objetivo (material genético invasor) para degradarlo. 

Se forma, en primer lugar, un complejo ternario (crRNA-tracrRNA-Cas9) y 

posteriormente un complejo cuaternario (crRNA-tracrRNA-Cas9-ADN). Cas9 

degradará el material genético generando DSBs. [19][20]  

 

 

 

 

En la etapa de interferencia, la unión de ARN guía a Cas9, forma una ribonucleoproteina 

que adquiere una conformación diferente a la que tenía la nucleasa antes de la 

interacción. Una vez formado el complejo, la RNP escanea las secuencias PAM del ADN 

para proceder a los cortes mediante DSBs. 

 

Figura 4. Representación de las tres etapas en CRISPR/Cas9. En la primera etapa, el 
ADN invasor en rojo es integrado por medio de Cas1 y Cas2 en el genoma de la bacteria 
(CRISPR locus). La etapa de expresión concluye con la formación de dúplex crRNA-
tracrRNA y en la etapa final se produce el corte del ADN invasor con el complejo 
cuaternario (crRNA: tracrRNA: Cas9: ADN) (20) 
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Como he mencionado, los PAM (Protospacer Adjacent Motif) son unas pequeñas 

secuencias de tres a cinco nucleótidos, que se encuentran inmediatamente adyacentes 

al ADN diana (en la hebra no-dirigida y no complementaria al RNA guía) necesarias para 

iniciar el proceso de escisión del ADN. Se toma como referencia la secuencia 5’-NGG-

3’, ya que es la secuencia reconocida por Cas9 de Streptoccoccus pyogenes. Son 

detectadas por la nucleasa antes del apareamiento de las bases y se considera 

determinante en la función de la nucleasa. Además, los dominios PAM también se 

consideran importantes en la diferenciación de material genético propio y extraño. [21] 

 

Una vez reconocido el dominio PAM, tiene lugar el apareamiento de bases entre el RNA 

guía y el ADN invasor formando un heterodúplex denominado Bucle R, que avanza 

desde el PAM hasta el final del ARN guía.  

El complejo cuaternario provocará la escisión del ADN mediante DSBs gracias a los dos 

dominios nucleasa de Cas9, uno denominado HNH que genera cortes en la hebra 

complementaria a los 20 nucleótidos del crRNA y otro denominado RuvC-like que 

genera cortes en la hebra contraria a la complementaria, es decir, donde se encuentra 

PAM. Los cortes se producen a una distancia de 3 bp desde NGG (PAM) en 

cas9.[22][12] [23] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sistema CRISPR/Cas9 guiado por el dúplex crRNA y tracrRNA. En 
naranja se representa la secuencia espaciadora en crRNA, mientras que 
tracrRNA hibrida con las secuencias repetidoras, formando un híbrido. Cas9 
produce DSBs mediante RuvC y HNH. (19)  
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4.3. Edición génica con CRISPR-Cas9 

 

La tecnología CRISPR-Cas9 ha supuesto un hito revolucionario en la edición y 

modificación génica debido a su facilidad, eficacia y gran disponibilidad en la naturaleza. 

La edición génica mediante CRISPR-Cas9, basado en el ARN guía y la nucleasa Cas9, 

consiste en trasladar este sistema presente de forma natural en los organismos 

procariotas a la modificación génica y a la ingeniería genética, como desarrollaron 

Doudna y Charpentier en 2013.[19] 

 

Como hemos comentado, CRISPR-Cas 9 presenta un ARN guía dual, tracrRNA y crRNA 

que forman un dúplex. Mediante ingeniería genética se consigue que se fusionen en 

una única guía, denominándose sgRNA, que contiene la zona de unión para Cas9 en 3’ 

y la zona de apareamiento de 20 nucleótidos en 5’.  

Mediante este mecanismo, sólo se necesita una modificación en la secuencia de ARN 

guía (sgRNA) para conseguir programar CRISPR-Cas9 y así, generar cortes en 

cualquier secuencia de ADN que presente PAM.  [18] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Evolución de la estructura de Cas9 con la formación de sgRNA. 
(Figura de creación propia con Biorender)  
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Cas9 produce la escisión del ADN mediante la generación de DSBs, que serán 

detectados por la maquinaria de la célula para ser reparados. Esta reparación, como he 

comentado anteriormente, puede ocurrir por NHEJ o por HDR. NHEJ mediante el azar, 

producirá inserciones o deleciones (indels) que pueden alterar el marco de lectura o 

silenciar genes y elementos reguladores. HDR ocurrirá cuando exista una secuencia 

“donadora” introducida por el investigador y puede utilizarse para modificar 

determinadas regiones de un gen concreto o insertar largas secuencias en una zona 

específica. [12] 

 

 

 

Figura 7: Diferentes estrategias de reparación celular de DSBs generados por Cas9 guiado por 

sgRNA. Reparación por unión de extremos no homólogos a la izquierda que causa inserciones 

y deleciones, y reparación homóloga dirigida a la derecha en presencia de una secuencia 

donadora, generando correcciones o inserciones. (19) 

 

4.4. Cas9 Nicasas 

 

Tras el descubrimiento de la técnica, Cas9 ha evolucionado a lo largo de los años 

mediante modificaciones para mejorar la especificidad de la edición génica de Cas9, por 

ello se desarrollaron las nicasas (Cas9n).  
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Como hemos comentado, las enzimas Cas9 presentan dos dominios nucleasa, HNH y 

RuvC, que cortan el ADN de la hebra complementaria y la no complementaria al ARN 

guía, respectivamente.  

Esta técnica de Cas9 nicasas consiste en producir mutaciones en estos dominios de 

Cas9. Si la mutación se produce en RuvC, hablamos de nicasa D10A en RuvC y si la 

mutación se produce en HNH, obtenemos la nicasa H840A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al producir estas mutaciones, se inactiva un dominio catalítico y, por ello, en vez de 

formar DSBs se formarán cortes únicos en una sola hebra. De esta forma, se controlan 

los errores y mutaciones que se podrían producir por NHEJ y se favorece la reparación 

mediante HDR, que está asociado a una baja incidencia de “errores” y permite la edición 

genómica de un loci. [24][25] 

 

Para producir DSBs, se utiliza una combinación de dos nicasas, generalmente D10A 

con dos sgRNA, que producen dos cortes únicos (single-nicks). Esta combinación 

reduce la incidencia de los errores cometidos por NHEJ y estimula HDR, permitiendo la 

inserción de secuencias exógenas deseadas. 

En líneas celulares humanas, se prefiere la utilización de D10A con sgRNA que 

contenga PAM fuera del punto de corte (Nick) y que éste sea de entre 40 y 70 bp.[26] 

Figura 8. Dos tipos de nicasas Cas9 producidas por mutaciones en un dominio 
catalítico diferente. D10A mantiene el dominio catalítico en HNH, mientras que 
H840A puede producir cortes con RuvC. (19) 
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4.5. CRISPRi y CRISPRa 

 

De la misma manera que se conseguía mutar Cas9 en uno de sus dominios catalíticos 

para formar las nicasas, la siguiente modificación consistía en mutar ambos dominios 

(D10A y H840A).  

De esta forma, se crea una dead-Cas9 (dCas9), que ha perdido por completo su función 

catalítica, pero mantiene su función de identificación y reconocimiento del ADN. Es 

decir, dCas9 es capaz de unirse a la región genómica deseada pero no puede generar 

DSB, permitiendo la identificación de regiones específicas y la regulación de la 

transcripción de esas regiones genómicas. [27] 

Gracias a la función de reconocimiento de dCas9, ésta puede fusionarse con dominios 

de fluorescencia como GFP (Green Fluorescent Protein) para conseguir imágenes del 

genoma (imaging). 

Figura 9. Cas9n D10A utilizada con dos sgRNA diferentes 
produce DSBs mediante la generación de dos nicks, uno en 
cada hebra. (19) 
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La regulación de la transcripción es posible con dCas9, ya que puede dirigirse mediante 

un sgRNA hacia regiones promotoras, y bloquear o activar la transcripción de genes. 

Estas tecnologías se denominan CRISPRi (interferencia) y CRISPRa (activación) y 

presentan una mayor eficacia si dCas9 se fusiona con dominios represores o 

activadores de la transcripción. [27]  

 

 

 

 

CRISPRi, por tanto, emplea dCas9 unida a un dominio represor de la transcripción como 

KRAB junto a un ARN guía para alcanzar las regiones promotoras y conseguir así la 

inhibición de la transcripción. CRISPRa emplea dominios activadores como VP46.    

De la misma forma, dCas9 puede alterar la expresión de genes al modificar la metilación 

de las citosinas de los promotores o induciendo la acetilación de histonas. Esto se 

consigue añadiendo dominios de modificación epigenética a dCas9 como p300. [28] [29] 

 

 

 

 

 

Figura 10. dCas9 fusionada a dominios represores o activadores de la 
transcripción permite la regulación del genoma humano. (Figura de 
creación propia con Biorender) 
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4.6. Base Editing 

 

Un gran avance en el sistema CRISPR/Cas consistió en el descubrimiento de los 

editores de bases (BE), que realizan modificaciones en el genoma sin necesidad de 

formar DSBs, permitiendo la sustitución de una base por otra en la secuencia diana. 

 

Se han descrito dos clases de editores de bases de ADN: editores de bases de Citosina 

(CBEs) y editores de bases de Adenina (ABEs), con los cuales se pueden realizar las 

cuatro transiciones de bases: CàT, TàC, AàG y GàA. 

 

Este sistema de edición de bases utiliza principalmente dos componentes: Una enzima 

Cas programada para unirse al ADN diana y una enzima modificada para cambiar el 

nucleótido deseado. 

 

Los primeros BE descritos, denominados BE1, fueron desarrollados por Liu en 2016, y 

se basaban en la fusión de dCas9 (sin dominios catalíticos, pero con función de 

reconocimiento del ADN) con una citidina desaminasa.  

De esta manera, tras la unión del ARN guía y dCas9 a la secuencia diana, la enzima 

transforma una Citosina en Uracilo de la hebra no complementaria al ARN guía. 

El Uracilo es entonces reconocido por la maquinaria de replicación de la célula como 

una Timina, produciendo un cambio entonces de C-G a T-A. [30] 
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Los BE1 fueron superados progresivamente debido a las limitaciones que presentaban, 

principalmente producidas por el mecanismo de reparación por escisión de bases (BER) 

llevado a cabo por la enzima Uracilo ADN glicosilasa (UDG) que reconoce el 

intermediario U-G y regresa a C-G, resultando el cambio ineficaz.  

Posteriormente, se desarrollaron los editores de bases de segunda generación (CBE2) 

que añadían a la estructura de CBE1, un inhibidor de Uracilo ADN glicosilasa (UGI) para 

inhibir BER, lo que consiguió aumentar la eficacia. 

 

Los editores de bases de tercera generación (BE3) introdujeron un cambio en Cas9 

sustituyendo dCas9 por una nicasa Cas9 D10A (mantiene el dominio catalítico en HNH). 

Además, cuenta con la citidina desaminasa que convierte C en U en la hebra no unida 

a sgRNA y el inhibidor de Uracilo DNA glucosilasa (UGI).  

Esta variante nCas9 tiene una especial importancia, ya que produce una mella “nick” en 

G del intermediario U-G (en la cadena no editada) estimulando la reparación del ADN y 

Figura 11. Estrategia de BE1 de transformación de CàU mediante 
dCas9 programada con un dominio citidina desaminasay RNA guía. 
En rojo se encuentra la Citosina diana del ADN. Tras la unión del sgRNA 
y dCas9 al locus del ADN, la citidina desaminasa convierte la citosina en 
uacilo, formándose como intermediario G:U que podrá ser convertido en 
A:T por la replicación y reparación del ADN.(30) 
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dirigiéndola hacia la formación de U-A para formar después T-A en la replicación del 

ADN. 

 

Estas técnicas se han ido perfeccionando con el tiempo, aumentando la precisión y 

eficacia gracias a los editores de bases de alta fidelidad (HFBE3) y los editores de cuarta 

generación (CBE4) que introducen cambios en la estructura de BE3 como un UGI 

adicional. [30] 

 

[31] 

Los editores de bases de Adenina (ABEs) actúan mediante un mecanismo similar al de 

los CBEs. Consiste en la desaminación de la Adenina que se transforma en Inosina. 

Ésta es considerada como una G en la replicación del ADN, por lo que convierten A-T 

en G-C en el ADN genómico. [32] 

El desarrollo de los BE ha supuesto un avance muy grande en la edición génica, ya que 

gracias a ellos se pueden corregir mutaciones de un solo nucleótido (SNPs) 

patogénicos, sin necesidad de formar DSBs. 

Figura 12. Mecanismo de BE3 con nCas9 y UGI. Los mecanismos de reparación del ADN pueden producir 
errores en la edición de bases mediante UDG. Estos errores pueden ser libres al sustituir de nuevo U por C, 
o generar sustituciones y bloqueos (parte izquierda de la figura). Gracias al nick producido por nCas9 en la 
hebra no desaminada y la introducción de UGI se consigue solventar este error y producir una edición de 
precisión.  
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4.7. Prime Editing 

 

La edición de bases mediante CBEs y ABEs supuso un gran avance en la edición génica 

al permitir realizar las cuatro transversiones comentadas, sin embargo, se comprobó 

que con el Base Editing se producían también cambios no deseados en secuencias 

genómicas parecidas (mutaciones off-target).  

El Prime Editing es una tecnología reciente, descrito por Anzalone, que supera las 

limitaciones de la edición de bases: Permite introducir las 12 posibilidades de 

mutaciones puntuales, pequeñas inserciones y deleciones.  

De la misma forma que BEs, Prime Editing es un sistema de edición génica que no 

genera DSBs. Un Prime Editor (PE) está formado por una nicasa Cas9 (generalmente 

nCas9 H840A) y un dominio de transcriptasa inversa. Además, cuenta con un prime-

editing ARN guía (pegRNA) que conduce al PE hacia la secuencia diana y tiene una 

importancia especial por su forma y función.  

El pegRNA tiene una longitud mayor que el sgRNA, es capaz de unirse a las dos hebras 

de ADN y cumple dos funciones. Por un lado, el extremo 5’ mantiene la función de guiar 

a nCas9 hacia la secuencia que queremos editar y, por otro lado, en el extremo 3’ 

encontramos la secuencia molde para la síntesis de ADN con las correcciones o 

mutaciones que se desea editar y que utilizará la transcriptasa inversa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 13. Estructura y mecanismo de acción de Prime Editing. 
Observamos el complejo formado por PE (ncAS9 y transcriptasa inversa) y 
pegRNA que contiene la edición deseada. El PE alcanza el ADN diana y 
mediante nCas9 se forma una mella en la hebra con PAM. (Figura de 
creación propia con Biorender) 
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Por tanto, el Prime Editor (PE) es guiado por pegRNA hacia el sitio de unión específico 

del ADN. Entonces, actuará el dominio de nCas9 produciendo una mella en la hebra 

que contiene el PAM, es decir, en la no complementaria. Se produce la hibridación del 

extremo 3’ resultante de la mella con el PBS o primer binding site y esta hebra de ADN 

(con la mella y PAM) será alargada por la transcriptasa inversa, que a su vez usa como 

molde a pegRNA y que incluirá las modificaciones que se hayan programado en el 

extremo 3’ de pegRNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se obtienen como resultado dos hebras de ADN en forma de solapa, una en 3’ ya 

editada por la transcriptasa inversa, y la original, no editada en 5’. Se produce un 

equilibrio entre las dos hebras y 

para elegir que hebra hibridará, se 

piensa que el extremo 5’, es decir, 

el original, está 

termodinámicamente favorecido. 

Sin embargo, la reparación celular 

del ADN tiende a la escisión del 

extremo 5’ permitiendo al extremo 

editado en 3’ integrarse 

establemente en el genoma 

mediante procesos de reparación y 

replicación celular. 

Figura 14. Estructura y mecanismo de acción de Prime Editing. El 
extremo 3’ hibrida con el PBS y la transcriptasa inversa genera un nuevo ADN 
que contiene la edición deseada utilizando el molde de pegRNA. (Figura de 
creación propia con Biorender) 

Figura 15. Resultados de Prime Editing. Se produce un equilibrio entre 
la hebra editada en 3’ y la no-editada en 5`. Finalmente, mediante la 
reparación del ADN dará lugar a la escisión del extremo 5’ y a la 
estabilización de la hebra editada. (Figura de creación propia con 
Biorender) 

PBS 
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Los Prime Editors han seguido una evolución muy rápida en los últimos años. En la 

primera generación (PE1) comenzaron utilizando la transcriptasa inversa del virus de la 

leucemia murina de Moloney (M-MLV) consiguiendo una eficacia de edición de 0,7-

5,5%, que fue mejorada con el estudio de variantes de transcriptasa inversa por 

Anzalone (PE2). 

 

Finalmente, como ocurría anteriormente con los editores de bases, se añadió un sgRNA 

separado para introducir una mella en la hebra no editada, consiguiendo así estimular y 

dirigir la reparación del ADN en esa cadena utilizando la hebra editada como molde. Se 

denominaron PE3 y se demostraron capaces de producir las 12 transiciones y 

transversiones con una media de eficacia del 33% (±7,9%), además de producir 

inserciones y deleciones. 

 

La tecnología de los Prime Editors ha mostrado ventajas comparado a la técnica de los 

editores de bases, como, por ejemplo, la viabilidad de PAM que es menos restrictiva.  

Por el momento, la técnica Prime Editing se considera menos eficaz y con mayor tasa 

de formación de indels que los Editores de Bases, aunque ambas modalidades ofrecen 

ratios muy favorables de edición.  

 

 

 

Figura 16. PE3 y PE3b. Estos sistemas producen una nueva mella en la hebra no-editada para 
aumentar la eficacia de la edición de calidad. Se añade un sgRNA que produce la mella en la 
hebra no editada, favoreciendo la reparación de la hebra conteniendo la edición deseada. (33) 
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Prime Editing está actualmente en sus comienzos y aún queda mucho por estudiar sobre 

ello, sin embargo, ya se considera un gran descubrimiento en el mundo de la edición 

génica, además de sus prometedoras aplicaciones clínicas en la corrección de 

mutaciones patogénicas. 

 

Los editores de bases y el prime editing tienen un gran potencial como herramientas 

terapéuticas para corregir mutaciones causantes de enfermedades en el genoma 

humano. Gracias a su capacidad para reconocer y alterar nucleótidos, se consideran 

unas herramientas idóneas en terapia génica. Alrededor de un 25% de las mutaciones 

puntuales SNPs pueden ser corregidos con las cuatro transiciones mediante edición de 

bases y aproximadamente un 89% de las enfermedades asociadas a variantes 

genéticas podrían tratarse mediante prime editing. [33] 

 

 

4.8. Aplicaciones de CRISPR/Cas en medicina 

 

La técnica CRISPR/Cas se utiliza en edición génica con múltiples aplicaciones en 

biotecnología, tanto vegetal como animal, en investigación y, en uno de los campos más 

relevantes, la terapia génica y la medicina. 

Las estrategias que ofrece CRISPR en el ámbito de la medicina están orientadas hacia 

la creación de modelos celulares y animales de enfermedades genéticas e infecciosas 

que ocurren en el ser humano, para estudiar su fisiopatología e investigar posibles 

opciones terapéuticas en ellos.  

Enfermedades incurables y con base genética como la distrofia muscular de Duchenne, 

la anemia hemolítica de Fanconi y el cáncer son algunas de las dianas que se 

encuentran en ensayos clínicos y que han obtenido resultados prometedores en 

modelos animales con CRISPR/Cas. También se utiliza esta tecnología en la producción 

de antimicrobianos y para el estudio de infecciones virales como el VIH y el Covid-19. 

[34] 
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Inmunoterapia contra el cáncer 

La inmunoterapia mediante células CAR-T está dirigida actualmente a neoplasias 

hematológicas, fundamentalmente para tratar la leucemia aguda linfoblástica de tipo B 

(LLA tipo B) mediante CAR T19, que cuenta con fármacos aprobados por la FDA. 

La terapia consiste en la obtención de células T del paciente y su edición mediante 

ingeniería genética, utilizando lentivirus o retrovirus como vector, para insertar el gen 

CAR (receptor antigénico quimérico) en las células. Este receptor reconocerá el ligando 

específico de las células tumorales, en el caso de la LLA tipo B el antígeno será CD19 

de los linfocitos B, y desencadenarán la respuesta inmunitaria para su eliminación. 

[35][36] 

 

Hace un año, se inició el primer ensayo clínico en humanos con células CAR-T editadas 

genéticamente con CRISPR/Cas9 para el tratamiento de las neoplasias hematológicas. 

El ensayo se lleva a cabo en tres pacientes, dos de ellos presentan un mieloma múltiple 

y el tercero un sarcoma. 

Se trata de una técnica estrechamente relacionada a la terapia CAR-T, pero dirigido 

contra células T y que pretende mejorar su especificidad y su seguridad.  

Tras la recolección de las células T del paciente, se añade el receptor específico 

mediante la inclusión del gen CAR a través de un virus como vector. En este caso, se 

utiliza la herramienta CRISPR/Cas9 para editar y silenciar tres genes (TRAC, TRBC Y 

PDCD1) mediante ARNs guías (sgRNA) 

TRAC y TRBC forman parte del receptor TCR (Receptor natural de células T), por ello, 

al ser eliminado este receptor endógeno de las células T editadas, se evitará que se 

unan entre ellas y se conseguirá potenciar la expresión del nuevo transgén de receptor 

(TCR transgene). PDCD1 codifica a PD-1, que forma parte de un control natural que 

inhibe a células T, de esta manera, al eliminarlo se mejora la eficacia antitumoral. 

Posteriormente, utilizando un lentivirus, se inserta en la célula T editada el TRC sintético 

y mejorado con capacidad de reconocer las células tumorales (que presentarán el 

antígeno NY-ESO-1) 
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Las células T editadas son introducidas al paciente y con la monitorización de los 

resultados se determinará la seguridad y la viabilidad de utilizar CRISPR/Cas9 en 

pacientes con cáncer de células T refractario.[37] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por el momento, se ha observado que las células T persisten más de 9 meses a niveles 

estables y no se han identificado reacciones de toxicidad, lo que sugiere que la 

inmunogenicidad es mínima. Con ello, se demuestra la viabilidad y la eficacia de 

CRISPR/cas en la inmunoterapia contra el cáncer.  

En biopsias de médula ósea se observó que las células editadas habían alcanzado los 

sitios del tumor, y aunque se encontraban residuos tumorales, en ambos pacientes con 

mieloma se produjo una reducción de los antígenos NY-ESO-1, cumpliéndose así los 

objetivos de la terapia con células T editadas genéticamente.[37] 

 
 

 

 

Figura 17. Edición génica mediante CRISPR/Cas9 en células T de pacientes con cáncer.  
En primer lugar, se extraen las células T del paciente. El complejo CRISPR/Cas9 junto con tres 
sgRNA producen el silenciamiento de TRAC, TRBC y PDCD1. Se utiliza un lentivirus para 
introducir el receptor de células T frente a antígenos tumorales (NY-ESO-1). Se reintroducen las 
células T editadas en el paciente mediante infusión intravenosa. (37) 
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Sars-CoV-2 

Técnicas CRISPR desarrolladas con anterioridad, han sido adaptadas y aplicadas con 

éxito en la detección y diagnóstico de la infección por Sars-Cov-2 durante la pandemia 

COVID-19. 

- SHERLOCK (Cas13a) 

La primera de ellas se basa en la técnica SHERLOCK (Specific High-sensitivity 

Enzymatic Rporter unLOCKing) y fue descrita en 2017 por Zhang como método 

de detección de ADN Y ARN. 

Esta técnica se basa en el uso de CRISPR con una nueva proteína nucleasa, 

Cas13a, que, a diferencia de Cas9, es capaz de cortar ARN en vez de ADN. 

Cas13a es guiado para localizar el ARN diana mediante un ARN guía. Cuando 

se produce la complementariedad entre ambos ARN, Cas13a genera cortes en 

el ARN diana y tras él, la nucleasa se activa.  

Una vez activada, Cas13a genera cortes en todo el ARN presente en la muestra, 

sin importar la complementariedad. Ante este hallazgo, se decidió incorporar 

pequeñas moléculas de ARN con un fluoróforo (F) en un extremo y un inhibidor 

de la fluorescencia en el otro (N), de forma que al activarse CAS13a y digerir las 

moléculas de ARN, se liberará la molécula F y emitirá fluorescencia que podrá 

ser detectada y, por tanto, confirmar la presencia del ARN viral. [38] 

Este método permitiría detectar la infección por Sars-CoV-2 en apenas 1 hora 

de una forma muy sensible, sin necesidad de un laboratorio ni equipamiento 

específico. Por ello, fue aprobada de emergencia por la FDA en EE. UU. en mayo 

de 2020 como diagnóstico en muestras humanas.[39] 

- DETECTR (Cas12a) 

 

Esta técnica se basa en los estudios publicados por Doudna en 2018 y tiene un 

mecanismo similar a SHERLOCK.  

DETECTR (DNA Endonuclease TargEted CRISPR Trans Reporter) utiliza la 

capacidad de Cas12a de detectar y generar cortes en el ADN específico tras ser 

guiada por ARN. Por lo tanto, para poder aplicarlo a la detección del coronavirus, 

es necesario retrotranscribir el ARN a ADN para ser sustrato de Cas12a.[40] 
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En abril de 2020 se produjo el primer estudio para evaluar la técnica en la 

detección y diagnóstico del Sars-CoV-2, en particular los genes E y N. Aunque 

no está aprobado por la FDA, en los estudios se observó que el método sólo 

tardaba 45 minutos y que era un mecanismo más fácil y económico. Sin 

embargo, al compararla con la técnica comúnmente utilizada RT-PCR, se 

concluyó que era menos sensible. [41] 

 

- Tratamiento de la infección (Cas13d) 

 

Al igual que en la detección y el diagnóstico, CRISPR también ha participado en 

la búsqueda de un tratamiento para la infección por Sars-CoV-2.  

 

En febrero de 2020 se propuso la utilización de Cas13d (CasRx) para destruir el 

ARN viral. Esta nucleasa utiliza un ARN guía para detectar el ARN diana y lo 

corta de manera específica, destruyendo el ARN del virus en concreto. 

 

Se propuso utilizar partículas de virus adeno-asociado (AAV) para transportar el 

gen de CAS13d junto con múltiples guías de ARN complementarias al genoma 

del SARS-CoV-2 a células previamente infectadas. De esta manera, la nucleasa 

Cas13d cortaría y destruiría el ARN del coronavirus.[42] 

 

Posteriormente, se desarrolló el método PAC-MAN (Prophylactic Antiviral 

CRISPR in huMAN cells), una técnica que utilizaba la estrategia de Cas13d 

comentada pero que, en lugar introducir el gen mediante AAV, lo añadía 

previamente mediante modificación genética de las células para que expresasen 

Cas13d de forma permanente.  

Realizaron el experimento con células humanas epiteliales de pulmón, 

generaron las modificaciones genéticas para expresar Cas13d, introdujeron los 

ARN guías y expusieron a las células a la infección del coronavirus y de la gripe. 

 

Los experimentos consiguieron demostrar que con Cas13d, se producía la 

degradación de las secuencias del ARN de SARS-COV-2 y la inhibición de la 

replicación del virus de la gripe, [43] 
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Sin embargo, la técnica PAC-MAN no se ha puesto en práctica in vivo, ya que 

estos experimentos parten de células humanas editadas genéticamente, lo que 

clínicamente no se podría conseguir. La limitación fundamental es, por tanto, 

conseguir llevar el sistema CRISPR/Cas13d a las células infectadas humanas. 

 

 

 

5. CONCLUSIONES 

El descubrimiento de CRISPR/Cas como sistema de inmunidad adaptativa en 

procariotas y su aplicación en la modificación del ADN ha supuesto una revolución en 

la ingeniería genética y la edición génica. Esta técnica ha conseguido superar los 

sistemas de edición existentes anteriormente como los ZFNs y TALENs, debido a su 

sencillez, asequibilidad y eficacia sobre cualquier tipo de célula que se quiera modificar. 

El complejo CRISPR/Cas9 es considerado un método de edición sencillo y económico, 

que está formado por una proteína nucleasa Cas9 que es guiada por un ARN guía 

(sgRNA en edición génica) para alcanzar la secuencia de ADN que queremos 

manipular. La nucleasa genera cortes de doble cadena (DSBs) que posteriormente 

serán reparados aleatoriamente mediante NHEJ o utilizando el molde elegido mediante 

HDR. De esta manera, podemos generar la deleción de un gen o la inserción de una 

secuencia determinada en el ADN diana. 

 

Figura 18. Estrategia de tratamiento de SARS-CoV-2. C)  Representación de actuación de 
Cas13d, generando cortes en el ARN del virus. D) Posibles ARN guías que se pueden generar 
para guiar Cas13d contra el ARN del coronavirus, sin afectar al reconocimiento del genoma 
humano. E) Esquema de la inserción del gen de Cas13d y tres ARN guías en un virus adeno-
asociado (AAV) y su posterior administración por vía inhalatoria al paciente infectado. (42) 
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A lo largo de los años, el sistema CRISPR/Cas ha sido modificado para conseguir 

técnicas más específicas e inocuas, como la modificación de los dominios nucleasa de 

Cas9 para generar las nicasas y dCas9, que estarán presentes en herramientas 

posteriores como la edición de bases y el prime editing.  

Con estas técnicas derivadas de CRISPR/Cas9 se consigue aumentar las funciones que 

puede desempeñar, como la transversión de un nucleótido por otro específico, lo que 

tiene una gran repercusión como posible terapia de enfermedades genéticas producidas 

por polimorfismos de nucleótido único (SNPs) y que no tienen cura actualmente. 

En cuanto a sus aplicaciones, CRISPR/Cas ha conseguido mejorar el campo de la 

biotecnología, la industria alimentaria, la producción ganadera y, sobre todo, ha 

supuesto una gran revolución en medicina, desde la investigación de enfermedades 

genéticas y sus terapias en modelos animales hasta la puesta en marcha de ensayos 

clínicos en trastornos hereditarios, en oncología y enfermedades infecciosas, abriendo 

así las puertas hacia la esperanzadora terapia génica. 

En definitiva, observando la evolución de esta tecnología, que inició hace sólo 7 años, 

podemos afirmar que el sistema de edición génica mediante CRISPR/Cas avanza a 

pasos agigantados y que, tras superar sus limitaciones, será considerado como el mejor 

método de modificación del genoma que existe, cambiando la vida de los seres 

humanos en un futuro cercano.  
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2. CRISPR/Cas9 EN EDICIÓN GÉNICA:
El mecanismo natural de CRISPR/Cas9 se adapta mediante ingeniería 
genética, fusionando el ARN guía dual (crRNA y tracrRNA) y creando 

una única guía sgRNA. 
Mediante la modificación de la secuencia de sgRNA, se puede 
programar CRISPR/Cas9 para generar cortes en  la secuencia de
ADN diana y conseguir el silenciamiento o la inserción de una
secuencia tras la reparación celular.
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
SISTEMÁTICA

RESUMEN
El descubrimiento del complejo CRISPR/Cas (Repeticiones palindrómicas cortas regularmente interespaciadas asociadas a la nucleasa Cas) ha supuesto una revolución en la edición génica en los
últimos 7 años.
Este sistema fue hallado como un mecanismo de inmunidad adaptativa en procariotas, y gracias a su sencillez, versatilidad y eficacia se incorporó a la edición génica y se ha convertido en la
herramienta dominante en la actualidad..
CRISPR/Cas se basa en el reconocimiento de una secuencia de ADN concreta mediante un ARN guía (crRNA) y la generación de cortes de doble cadena en dicho ADN mediante la nucleasa Cas.
Esta tecnología permite silenciar, activar, añadir y modificar genes o secuencias específicas para conseguir cambios en el fenotipo. Además, CRISPR/Cas ha seguido evolucionando y se han
desarrollado modificaciones para obtener técnicas más precisas y específicas, de forma que aumentan las posibilidades de aplicación en diversos campos de la biotecnología y, especialmente
en medicina, gracias a la investigación y el estudio de opciones terapéuticas de enfermedades genéticas hasta ahora incurables.

INTRODUCCIÓN
La edición génica consiste en la manipulación y modificación del ADN de una célula u
organismo para conseguir un cambio en sus características.
Las nucleasas representan un papel clave en edición génica, ya que son enzimas capaces
de generar cortes de doble cadena (DSBs) en el ADN tras ser guiadas hacia el gen o
secuencia diana. Los cortes serán reparados por la célula, mediante Reparación Homóloga
Directa (HDR) o Reparación por unión de extremos no homólogos (NHEJ).
Las nucleasas han seguido una evolución, desde las Meganucleasas, los Dedos de Zinc
(ZFNs) y los TALENs, hasta llegar a CRISPR/Cas que ha superado a las anteriores por su
eficacia y facilidad de uso.

OBJETIVOS Y MÉTODOS
Descripción del sistema CRISPR/Cas como herramienta de edición génica mediante un
análisis detallado de sus características, estructura y funciones.
Se desarrollarán también las diversas modificaciones de esta técnica y sus aplicaciones en
medicina.
Se ha realizado una revisión bibliográfica sistemática, recopilando y resumiendo
información de estudios y artículos sobre CRISPR/Cas utilizando la base de datos de
PubMed y Google Scholar, incluyéndose artículos originales y de revisión publicados desde
2011 hasta la actualidad.
Se ha utilizado “Biorender” para la creación de figuras propias.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

1. CRISPR/Cas9  como INMUNIDAD ADAPTATIVA en procariotas:
Algunas bacterias y arqueas utilizan este sistema para protegerse frente 
a reinfecciones de bacteriófagos y plásmidos.

1. Incorporan el material genético invasor en su locus CRISPR 
2. CRISPR se transcribe al ARN guía : crRNA + tracrRNA
3. Al producirse una reinfección, crRNA y tracrRNA

guían a la nucleasa Cas9 hacia el ADN 
invasor para cortarlo y destruirlo. 

2.1. Cas9 nicasas (nCas9)

Mediante la mutación de un dominio nucleasa de Cas9 (HNH o RuvC), se 
forma una nicasa que produce un único corte en una hebra de ADN (nick)

2.2. CRISPRi y CRISPRa

Se producen mediante la fusión de Cas9 sin función 
catalítica (dCas9) con activadores o represores
de la transcripción, bloqueando (CRISPRi) o 

activando (CRISPRa) la transcripción de un gen.

2.3.  Base Editing

La edición de bases permite modificar un nucleótido específico mediante las 
cuatro transiciones: C-T, T-C, A-G y G-A. Existen editores de citosina (CBEs) 
y de adenina (ABEs). Utiliza nCas9 unida a una enzima desaminasa.

3. APLICACIONES EN MEDICINA

A) MODELOS CELULARES Y ANIMALES de enfermedades para
estudiar su fisiopatología y posibles terapias.

B) ENSAYOS CLÍNICOS ACTUALES de enfermedades genéticas
incurables:

- Distrofia Muscular de Duchenne
- Anemia hemolítica de Fanconi
- Cáncer: Inmunoterapia de células CAR-T
- Estudio de enfermedades infecciosas como VIH y SARS-CoV-2
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MODIFICACIONES DE CRISPR/Cas

2.4.  Prime Editing

Edición de calidad se basa en un Prime Editor, 
Formado por nCas9 y una transcriptasa inversa.
El ARN guía, denominado pegRNA, lleva el 

molde con mutaciones para la 
transcriptasa, consiguiendo introducir las
12 mutaciones puntuales, inserciones y deleciones.

4. CONCLUSIONES

La tecnología CRISPR/Cas está avanzando a gran velocidad en los últimos años, 
tanto en sus modificaciones como en sus aplicaciones en medicina. Por ello, 
podemos afirmar que estamos ante el mejor método de edición génica y que 
conseguirá cambiar la vida de los seres humanos en un futuro cercano.


