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Resumen  

La detección especifica de ácidos nucleicos es un objetivo importante para el diagnóstico 

molecular, ya que permite identificar el origen molecular de diferentes patologías como cáncer, 

fibrosis quística, Huntington y enfermedades infecciosas de distribución global como el virus de la 

inmunodeficiencia humana (HIV) y la enfermedad por coronavirus (COVID-19) provocada por el 

Coronavirus de tipo 2, causante del Síndrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2). Debido a 

esto surge la necesidad de implementar nuevas herramientas que permitan mejorar o auxiliar a los 

métodos de detección molecular basados en PCR punto final, amplificación isotérmica mediada por 

asa o bucle de ácido nucleico (LAMP) y secuenciación de nueva generación (NGS). En los últimos 

años el sistema CRISPR-Cas ha tenido grandes avances en la edición genómica, gracias a su 

programabilidad para reconocer cualquier secuencia de interés, y también se ha impulsado como 

una de las herramientas más prometedoras para la detección de ácidos nucleicos, incluso se ha 

reportado que puede detectar variantes de un virus con una resolución de un solo nucleótido. En el 

presente proyecto se acopló la PCR punto final al sistema CRISPR-Cas para detectar una región del 

gen N de SARS-CoV-2 mediante dos enfoques: fluorescencia y tiras de flujo lateral. Para ambos 

enfoques se demostró la prueba de concepto de que se puede detectar una secuencia de SARS-

CoV-2 de manera eficiente y sencilla.  

 

 

 

 



 

7 

Introducción  

La era dorada del diagnóstico molecular 

El diagnóstico molecular se define como el conjunto de técnicas de biología molecular para 

la detección de ácidos nucleicos (DNA y RNA) y proteínas con el propósito de diagnosticar, clasificar, 

pronosticar y monitorear la respuesta a un tratamiento (Poste G., 2001). Las bases del diagnóstico 

molecular se originaron en 1949 con Linus Pauling que introdujo el término “enfermedad molecular” 

al determinar el origen de la anemia falciforme, que consiste en una mutación puntual en el gen 

codificante de la cadena beta de la hemoglobina (HBB), ocasionando una sustitución de un glutamato 

por valina (Strasser B. J., 2002). Esta sustitución hace que la hemoglobina sea menos soluble y más 

susceptible a formar eritrocitos defectuosos. A priori, las exploraciones de Pauling sentaron las bases 

del diagnóstico molecular, pero las contribuciones de la biología molecular en ese entonces eran 

limitadas y por ello, los métodos moleculares no eran técnicamente viables. 

Las primeras contribuciones al diagnóstico molecular ocurrieron entre los años de 1950-1980 

con la revolución de la biología molecular, al determinar la estructura del DNA, desarrollar la 

clonación de genes mediante el uso de enzimas de restricción, la secuenciación de Sanger para 

DNA y la secuenciación de Edman para proteínas (Edman et al., 1967; Abelson J., 1980). Estos 

desarrollos experimentales proporcionaron los conocimientos básicos sobre la secuencia de diversos 

genes y proteínas, lo que permitió la elaboración de sondas indispensables para las primeras 

técnicas de detección de biomoléculas basadas en blotting, como Southern Blot (SB), Northern Blot 

(NB) y Western Blot (WB).  

En la década de 1970, Edward Southern creó el método de SB para detectar y cuantificar 

fragmentos de DNA (Southern E. M., 1975). Dicho proceso consiste en digerir el DNA con enzimas 

de restricción, separar la digestión mediante una electroforesis en gel y después transferirlos a una 

membrana de nitrocelulosa o nylon. La membrana resultante se incuba con una sonda de DNA que 

hibrida con el DNA complementario. La sonda puede ser etiquetada con antígenos, moléculas 
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fluorescentes o con isótopos radiactivos, que permiten la visualización del gen de interés (Brown T., 

2001). Si en la membrana se coloca RNA, se llama NB, pero si se transfieren proteínas y la sonda 

está conformada por anticuerpos, el método se denomina WB (Van Oss C.J. et al., 1987).  

En 1976 se utilizó por primera vez la técnica SB para diagnosticar la α-talasemia (Kan et al, 

1976), una enfermedad que genera deleciones en el gen codificante de la cadena alfa de la 

hemoglobina (HBA1) pero, en la actualidad, en el diagnóstico de la α-talasemia se utiliza la 

amplificación de sondas dependientes de ligandos múltiples (MLPA, por sus siglas en inglés de 

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) ya que es mucho más sensible y confiable (Vijian 

D. et al., 2021). Aunque, para identificar deleciones de DNA desconocidas en la α-talasemia se sigue 

utilizando SB, por lo que su uso sigue vigente. Por otro lado, el NB es un método que ayuda a 

comparar parámetros normales versus patológicos, relacionados a la abundancia de RNA, y se ha 

empleado para identificar un transcrito específico asociado a un trastorno inflamatorio que afecta el 

sistema digestivo, conocido como enfermedad de Crohn (Lafontaine D. A. et al., 1998). En cambio, 

el WB, se considera el principal método diagnóstico para confirmar de manera definitiva la presencia 

del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) causante del Síndrome de Inmunodeficiencia 

Humana Adquirida (AIDS por sus siglas en inglés), al detectar las proteínas p24 o p41 (Centers for 

Disease Control, 1989). 

Pese a los avances técnicos, el diagnóstico de enfermedades mediante métodos de biología 

molecular seguía presentando complicaciones respecto a la sensibilidad y especificidad, de modo 

que, su implementación se volvió un reto para los laboratorios clínicos. Pero, no fue sino hasta 

después de 1985, con el desarrollo de un método in vitro, que amplifica DNA de manera específica 

con el uso de enzimas, conocido como Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis K. et 

al.,1986), que las publicaciones y patentes relacionadas con el diagnóstico molecular comenzaron a 

crecer exponencialmente (Figura 1). 
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Figura 1. Publicaciones sobre Diagnóstico Molecular en Pubmed. El gráfico presenta publicaciones que 

incluyen el término “Molecular Diagnostics”. Fuente: Obtenido de PubMed (2022).  

La invención de la PCR revolucionó el diagnóstico molecular al reducir los tiempos de 

respuesta, ya que a diferencia de los métodos basados en blotting que podían durar hasta 5 días, la 

PCR generaba resultados en un máximo de 4-6 horas. Esto ayudó a identificar de manera eficiente, 

el origen molecular de diferentes patologías como cáncer, fibrosis quística, enfermedad de 

Huntington y la detección de diversos agentes etiológicos causantes de enfermedades infecciosas 

como el HIV, virus del herpes, citomegalovirus, etc. (National Laboratory of Enteric Pathogens et al., 

1991; Gupta V. et al., 2016). A decir verdad, la PCR es de gran utilidad en el curso actual de la 

pandemia del AIDS (Vandamme A. M., 1994) y en la reciente Enfermedad del Coronavirus 2019 

(COVID19) causada por el Coronavirus de tipo 2 responsable del Síndrome Respiratorio Agudo 

Severo (SARS-CoV-2) (Zhu N. et al., 2020). 

Según la Organización Mundial de la Salud (WHO), entre los factores que pueden causar 

enfermedades emergentes como la tuberculosis, Ébola y COVID19, se encuentran la migración 

humana y animal, los cambios ambientales y la resistencia a los antibióticos. Por consiguiente, es 

imprescindible complementar y expandir las herramientas existentes, para mejorar la sensibilidad y 

especificidad de detección. En este proyecto usamos proteínas guiadas por RNA y etiquetadas con 

fluoróforos para detectar específicamente una secuencia del genoma de SARS-CoV-2 mediante 

fluorescencia e inmunoensayos de flujo lateral (LFIA). 
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Antecedentes 

Generalidades de SARS-CoV-2 

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus (β-CoV) perteneciente a la familia Coronaviridae del 

orden Nidovirales (Afzal A., 2020; Habibzadeh et al., 2020). Se identificó por primera vez en 

diciembre del 2019, a partir de un lavado broncoalveolar (LBA), perteneciente a pacientes que 

ingresaron al Hospital Central Wuhan, China (Zhu N et al., 2020). Su material genético es de RNA 

de cadena sencilla con sentido positivo (ssRNA+) y tiene un tamaño de ∼30 kb (Kim D. et al., 2022). 

El genoma de SARS-CoV-2 está formado por dos genes con marco de lectura abierto (ORF1a y 

ORF1b), que se traducen en 16 proteínas no estructurales (nsp) involucradas en los procesos de 

replicación y ensamblaje viral como la helicasa (nsp 13) y RNA polimerasa dependiente de RNA 

(RdRp) (Afzal A., 2020), más un grupo de genes que codifican para las proteínas estructurales como 

Spike (S), Envoltura (E), Matriz (M), Nucleocápside (N) y proteínas accesorias como 3a, 6, 7a, 7b, 8 

y 9b (Brant A. C. et al., 2021) (Figura 2a). Los viriones de SARS-CoV-2 tienen un diámetro de 

aproximadamente 80 nm, en cuya superficie exhibe la proteína S, que presenta una alta afinidad de 

unión (kD= 14.7 nM) por los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), 

facilitando la entrada viral a la célula hospedera (Nguyen H. L. et al., 2020; Yao H. et al., 2020) 

(Figura 2b). 
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Figura 2. Aspectos generales de SARS-CoV-2. (a) El genoma viral se divide en dos grupos de genes que 

codifican proteínas no estructurales (nsp) y proteínas estructurales-accesorias. (b) Las partículas virales 

presentan en la superficie a la proteína S que facilita su entrada a la célula. Obtenido y modificado de BioRender 

(2022). 

La principal forma de transmisión de SARS-CoV-2 ocurre por vía aérea, al inhalar gotículas 

provenientes de un paciente infectado (Greenhalgh T. et al., 2022) y el cuadro clínico de los 

individuos infectados suele ser variable, presentándose desde portadores asintomáticos hasta 

pacientes con fallo multiorgánico (Zaim S. et al., 2020). Esto ha contribuido a que la COVID-19 se 

propague aceleradamente a nivel mundial, reflejando hasta este momento, un total de 596 millones 

de casos y 6.45 millones de muertes confirmadas por la WHO. Por ello, es importante desarrollar 

métodos de detección específicos y sensibles que puedan ayudar a identificar individuos infectados, 

para controlar y detener la propagación de la infección. 

Métodos de diagnóstico molecular para SARS-CoV-2 

En la actualidad, existen dos tipos de métodos para identificar moléculas asociadas al 

genoma y proteoma de SARS-CoV-2: el primero utiliza anticuerpos, para reconocer antígenos como 

la proteína N o S; y el segundo detecta el genoma viral mediante PCR, amplificación isotérmica, 

secuenciación y recientemente con el sistema de Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y 

Regularmente Espaciadas (CRISPR, del inglés clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats) asociadas a proteínas CRISPR (Cas, del inglés CRISPR associated protein). 

La mayor parte de las pruebas diagnósticas de antígeno son inmunoensayos 

cromatográficos, que detectan la proteína N a partir de muestras nasofaríngeas (Frew E. et al., 2021). 

La WHO, junto con la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), 

recomiendan una sensibilidad del 80% y especificidad del 97% para las pruebas diagnósticas de 

antígeno (Peeling RW et al., 2021). Estas pruebas, además de ser fáciles de usar, ofrecen una 

sensibilidad analítica de 4,660-54,900 copias virales/hisopo (Bourassa L. et al., 2021) y brindan 

resultados en un máximo de 30 minutos (Chaimayo C. et al., 2020). Sin embargo, una de sus 
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desventajas es que es dependiente de la carga viral, es decir que la detección positiva es más 

probable con muestras que tengan una viremia alta, aumentando las posibilidades de obtener un 

falso negativo (Weitzel T. et al., 2021). Así mismo, tampoco se recomienda el uso de estas pruebas 

en entornos de baja prevalencia, ya que aumentan los falsos positivos (Peeling R. W. et al., 2021). 

Se ha reportado que la mutación D399N de la proteína N, es capaz de reducir hasta 1,000 veces la 

sensibilidad de las pruebas de antígeno, pero dicha mutación sólo corresponde al 0.02% del total de 

genomas reportados (Bourassa L. et al., 2021). A pesar de que estas pruebas no son tan precisas 

como los métodos para detectar ácidos nucleicos, sí son más asequibles en términos de disposición 

y practicidad, lo que habilita su uso frecuente en entornos fuera del laboratorio, incluso existen 

modelos que respaldan que en el contexto de una alta prevalencia como una pandemia, es más 

importante la frecuencia de la prueba que la sensibilidad (Larremore D.B. et al., 2021). 

La PCR en tiempo real acoplada a retrotranscripción (RT-qPCR) es el método más utilizado 

y recomendado por la WHO y FDA para detectar los genes N, E y RdRp, ya que presentan una baja 

homología respecto a otros virus de la familia Coronaviridae, disminuyendo así la obtención de falsos 

positivos (Corman V. M. et al., 2020; Habibzadeh et al., 2021). Este método consiste en la extracción 

de RNA viral para generar DNA complementario (cDNA) mediante retrotranscripción, para después 

evaluar la concentración absoluta o relativa del gen de interés mediante fluorescencia (Habibzadeh 

et al., 2021). Para estimar la presencia de SARS-CoV-2 se cuantifica el umbral de ciclos (Ct), que es 

el número de ciclos en el cual la señal fluorescente cruza este umbral. El valor de Ct es inversamente 

proporcional a la cantidad del gen de interés presente en una muestra, por lo que un menor valor de 

Ct se suele relacionar con una mayor carga viral, incluso se ha establecido que un valor de Ct >37 

es considerada clínicamente negativo (Tom MR et al., 2020; Afzal A, 2020). Diferentes reportes 

indican que la RT-qPCR tiene una especificidad del 100% y sensibilidad de 91.8-98.2%, además es 

capaz de detectar hasta 2.9 copias virales/reacción (Bisoffi Z. et al., 2020; Corman V. M. et al., 2020; 

Chung Y. S. et al., 2021).  

Las principales desventajas de la RT-qPCR radican en la necesidad de tener personal 

capacitado para el manejo y procesamiento de muestras (Afzal A., 2020). Incluso los protocolos de 
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detección están adecuados para laboratorios de diagnóstico centralizados y especializados, que 

limitan su uso en puntos de atención rápida (POC, por sus siglas en inglés Point Of Care) y, aunque 

el proceso se completa en un máximo de 4-6 horas, los tiempos de respuesta suelen ser de hasta 

24 horas, afectando así la toma de decisiones clínicas (Sheridan C, 2020). La RT-qPCR es el 

estándar de oro para detectar SARS-CoV-2, sin embargo, mutaciones en diferentes regiones objetivo 

(deleciones en el gen N) y una viremia baja en fases muy tempranas o tardías de la infección, 

incrementan las probabilidades de obtener falsos negativos (Medical Devices., 2022; Habibzadeh et 

al., 2021). Los falsos positivos tampoco se descartan, debido a la contaminación cruzada, y a que la 

RT-qPCR no es capaz de diferenciar entre el virus funcional y el RNA viral, ya que se ha demostrado 

la existencia de individuos que dan positivo hasta meses después de superar la COVID-19, 

posiblemente por la presencia de RNA residual a nivel sistémico (Habibzadeh et al., 2020; Mouliou 

D. S. et al., 2021). 

A diferencia de la RT-qPCR, la amplificación isotérmica mediada por bucle (del inglés LAMP) 

funciona a una temperatura constante, generalmente entre 60-65 ºC; esto se debe a que ocupa una 

DNA polimerasa conocida como Bst 2.0 (producida por Bacillus stearothermophilus) con actividad 

helicasa, que evita la desnaturalización del DNA mediante calor, por lo tanto, se vuelve innecesario 

el uso de un termociclador (Mautner L. et al., 2020). Para amplificar el gen objetivo es preciso diseñar 

de 4-6 oligos, que posibilitan una amplificación altamente específica y rápida (Figura 3), de 

aproximadamente 20-30 minutos (Vindeirinho J. M. et al., 2022) y si el material genético es de RNA, 

como el de SARS-CoV-2, LAMP se puede acoplar a una transcriptasa reversa (RT-LAMP) o utilizar 

la Bst 3.0 que presenta una actividad retrotranscriptasa mucho más elevada que la Bst 2.0 (Rabe B. 

A. et al., 2020; Basing L. et al., 2020). Los genes que se han detectado mediante RT-LAMP son el 

gen N y ORF1ab, con una sensibilidad de 86-97.62% y especificidad de 92.4-100%, pero con un 

límite de detección de entre 20-500 copias virales/reacción (Lim B. et al., 2021; Mautner L. et al., 

2020). 
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Figura 3. Principio de LAMP mediante el uso de 6 oligos (F3, FIP, BIP, B3, LF y LB). Los oligos se unen a 

diferentes regiones del DNA objetivo, y al mismo tiempo la DNA polimerasa con actividad helicasa amplifica el 

DNA a temperatura constante, por lo general entre 60-65 ºC. Tomado y modificado de Basing L et al. (2020). 

Las principales ventajas de RT-LAMP se deben a su practicidad, porque no necesita de 

equipos costosos o especializados que requieran de personal capacitado, inclusive la detección de 

RNA se puede realizar sin la necesidad de una etapa de extracción (Mautner L. et al., 2020), 

adicionalmente la amplificación genera grandes cantidades de DNA que permiten reportar la 

detección mediante fluorescencia, cambios en el pH y hasta turbidez, haciendo a la RT-LAMP mucho 

más rápida y accesible para sectores con recursos limitados (Rabe B. A. et al., 2020). En la práctica, 

se ha determinado que el costo promedio de una RT-qPCR es de 15.75 dólares, mientras que el de 

la RT-LAMP es de 8.45 dólares, reafirmando su accesibilidad para los sitios POC (Iqbal B. N. et al., 

2022).  

Las desventajas de RT-LAMP se asocian a que el diseño de los oligos es complejo y por eso 

es necesario el uso de software especializado, asimismo, se ha observado amplificación inespecífica 

en ausencia y fuera del DNA objetivo, por lo que analizar muestras mediante turbidez o con agentes 

intercalantes como SYBR Green, podría generar falsos positivos (Lim B. et al., 2021; Iqbal B. N. et 

al., 2022). Igualmente, se han reportado falsos negativos, particularmente en muestras que 
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presentan un Ct >25, por lo tanto, la carga viral se vuelve una limitante, también se ha determinado 

que alteraciones de un solo nucleótido en regiones clave, afectan la unión de los oligos con el gen 

N, limitando así su amplificación (Iqbal B. N. et al., 2022). 

La secuenciación de nueva generación (NGS) es una herramienta que determina de novo la 

composición genómica de los sistemas biológicos, por lo que se puede utilizar para la detección de 

agentes etiológicos sin conocimiento previo (Nooij S. et al., 2018). Esto ha permitido que mediante 

la plataforma GISAID (del inglés, Global Initiative on Sharing All Influenza Data) se compartan hasta 

la fecha de hoy un total de 13,295,477 secuencias genómicas de SARS-CoV-2. Actualmente, la 

aplicación de NGS en el área del diagnóstico molecular se encuentra muy limitada, sin embargo es 

capaz de detectar 0.125-1 copia viral/μL con una especificidad del 99.4% y sensibilidad del 91.1% 

en un tiempo de 12-18 horas (John G et al., 2021), además por la inmensa cantidad de datos 

genómicos que puede generar, facilita el monitoreo filogenético de las diversas variantes de SARS-

CoV-2, que circulan en regiones urbanas con altos índices de propagación como la Ciudad de México 

(Cedro-Tanda A. et al., 2022). A diferencia de otros métodos de diagnóstico, la NGS puede identificar 

co-infecciones virales o bacterianas de manera precisa en pacientes con COVID-19, de hecho, se 

han reportado co-infecciones con Mycoplasma pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 

Haemophilus influenzae, Influenza A virus e Influenza B virus (John G et al., 2021). Las limitaciones 

más importantes de la NGS están asociadas a su accesibilidad ya que se necesita de infraestructura 

avanzada con profesionales altamente cualificados, y la velocidad de respuesta es muy elevada para 

su uso rutinario como sistema de diagnóstico (John G. et al., 2021; Habibzadeh et al., 2021).  

Como se puede observar, cada uno de los métodos actuales presentan ventajas y 

desventajas (Tabla 1), por consiguiente, es necesario desarrollar nuevas herramientas que faciliten 

y mejoren el diagnóstico molecular. En años recientes, ha surgido un creciente interés por el sistema 

CRISPR-Cas, gracias a su especificidad y sensibilidad, lo que lo impulsa a ser una de las 

herramientas más prometedoras para la detección de ácidos nucleicos (Jia F. et al., 2020). 
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Tabla 1. Comparación de los métodos de diagnóstico molecular.  

Características del  
método 

Antígeno qPCR LAMP NGS 

Sensibilidad Media Alta Media Alta 

Especificidad Baja-alta Baja-alta Baja-media Alta 

Velocidad Minutos Horas Minutos Horas-días 

Costos Bajo Medio Medio Alto 

Libre de infraestructura Si No Si No 

Portabilidad Alta Baja Alta Muy baja 

Dificultad Fácil Media Fácil-media Difícil 

 

CRISPR-Cas como método para detectar de ácidos nucleicos 

El sistema CRISPR-Cas está presente en procariotas y es un mecanismo de defensa 

adaptativo contra ácidos nucleicos provenientes de fagos y plásmidos invasores (Sorek R. et al., 

2013). Estos sistemas de defensa emplean un CRISPR RNA (crRNA) que es complementario a la 

secuencia objetivo, y una endonucleasa Cas con la cual forma un complejo ribonucleoproteíco 

(RNP), que sirve para reconocer y escindir de manera específica al ácido nucleico extraño. Durante 

el reconocimiento del ácido nucleico es necesaria la presencia de un motivo adyacente al 

protoespaciador (PAM) cerca de la secuencia diana (Westra E. R. et al., 2013) (Figura 4). 
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Figura 4. Mecanismo de acción del sistema CRISPR-Cas. El complejo RNP reconoce un sitio PAM para abrir 

el DNA e hibridar con la secuencia de crRNA. Después de la unión al DNA se procede a la escisión. Tomado y 

modificado de CRISPR-Cas9 AAV y Adenovirus. (2022).  

Las endonucleasas más conocidas del sistema CRISPR-Cas son Cas9 y Cas12a. Ambas 

proteínas presentan una estructura similar, compuesta por dos lóbulos proteicos: el REC que se 

encarga de interactuar y reconocer al DNA, y el NUC que presenta actividad nucleasa. Cada lóbulo 

contiene dominios con actividades específicas: el lóbulo REC es esencial para reconocer partes del 

crRNA y mantener la interacción entre el heterodímero crRNA-DNA, y el lóbulo NUC contiene los 

dominios de las nucleasas; HNH y RuvC para Cas9 y RuvC para Cas12a (Yamano T. et al., 2016). 

Las principales diferencias que existen entre Cas9 y Cas12a se observan en el crRNA, secuencia 

del sitio PAM y las constantes de disociación. Cas9 utiliza un crRNA de entre 99-100 nt y Cas12a 

necesita un crRNA de entre 42-44 nt. Además, el sitio PAM que reconoce Cas9 es 5’NGG3’ (N puede 

ser cualquier nucleótido) mientras que el sitio PAM de Cas12a es 5’TTTV3’ (V puede ser cualquier 

nucleótido excepto T); y finalmente se ha determinado que la afinidad de unión es mucho mayor en 

Cas12a (ka= 54 fM) que en Cas9 (ka= 1.85 nM) (Strohkendl I. et al., 2018; Raper A. T. et al., 2018) 

(Tabla 2). 

Tabla 2. Diferencias entre las proteínas Cas9 y Cas12a. 

Proteína Cas9 Cas12a 

Masa  158.3 kDa 151.2kDa 

Tipo de crRNA crRNA-tracrRNA crRNA 

Longitud de crRNA  99-100 nt 42-44 nt 

Secuencia del sitio PAM 5´NGG3’ 5’TTTV3’ 

Constante de afinidad (Ka)  1.85 nM 54 fM 

 

El sistema CRISPR-Cas no sólo ha revolucionado la ingeniería genómica, sino también 

áreas enfocadas a la detección de ácidos nucleicos, gracias a la programabilidad del crRNA, ya que 

puede diseñarse para reconocer cualquier secuencia de interés con una alta afinidad y especificidad 

(Gootenberg, J. S. et al., 2017).  De hecho, el primer uso del sistema CRISPR-Cas como método de 

diagnóstico molecular fue capaz de discriminar variantes africanas y americanas del virus del Zika 
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(ZIKV) con una resolución de un solo nucleótido (Pardee K. et al., 2016). Más tarde en 2018, surgió 

el sistema CAS-EXPAR™ (del inglés, Cas9 triggered exponential amplification reaction) que 

presenta una sensibilidad analítica de hasta 0.82 attomolar (aM) y se utilizó para detectar RNA 

mensajero (mRNA) de Lysteria monocytogenes, aunque tuvo complicaciones para detectar 

microRNAs (miRNAs), ya que los crRNAs presentan un tamaño mayor al de los miRNAs (Huang M 

et al., 2018). También surgieron métodos basados en la versión catalíticamente inactiva de Cas9 

(dCas9) que presenta mutaciones en HNH (H840A) y RuvC (D10A), que funciona como un complejo 

exclusivo de reconocimiento de DNA, en lugar de una nucleasa dirigida (Josephs E. A. et al., 2015), 

y dentro de estos métodos se encuentra uso de 2 proteínas dCas9 fusionadas genéticamente a una 

enzima partida, que al reconocer secuencias adyacentes se permite la reconstitución de la enzima 

(Zhang Y. et al., 2017) (Figura 5). Este sistema de enzimas partidas acoplada a dCas9, se ha 

utilizado para detectar miRNAs como como let-7 y genes de Mycobacterium tuberculosis con una 

sensibilidad aM (Qiu X. Y. et al., 2018; Zhang Y. et al., 2017).   

 

Figura 5. Sistema dCas9 fusionado a enzimas partidas. dCas9 está fusionado a mitades de la enzima 

luciferasa de luciérnaga (CFluc o NFluc) y el posicionamiento de dCas9 sobre los sitios diana reconstituye la 

actividad de la enzima que cataliza una reacción bioluminiscente. Tomado y modificado de Zhang Y et al. (2017). 
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Detección de SARS-CoV-2 mediante CRISPR-Cas  

Para la detección de SARS-CoV-2 con el sistema CRISPR-Cas se han desarrollado varios 

enfoques acoplados a PCR punto final o amplificación isotérmica, y los genes que se han identificado 

son el N, E, S, M, RdRP entre otros, con una especificidad del 97.5%, sensibilidad del 95%, y un 

límite de detección de entre 2.5-5000 copias virales/reacción (Hernandez-Garcia A. et al., 2022). La 

mayoría de estos enfoques emplean Cas12a (aproximadamente 65%) y Cas9 (aproximadamente 

5%) mientras que el porcentaje restante corresponde a otras proteínas Cas (Hernandez-Garcia A. et 

al., 2022). Esto se debe a que Cas12a presenta un efecto llamado actividad colateral, que consiste 

en degradar DNA de cadena sencilla (ssDNA) una vez que ha reconocido y escindido la secuencia 

específica de interés (Li S. Y. et al., 2018). Algunos métodos como DETECTR™, explotan esta 

actividad usando sondas de ssDNA etiquetadas con un fluoróforo y un quencher, de manera que 

cuando el material genético de SARS-CoV-2 es reconocido, se enciende la actividad de DNAsa 

colateral y comienza a degradar la sonda presente en el medio, generando una señal fluorescente 

(Broughton J. P. et al., 2020) (Figura 6a). 

Respecto a Cas9, se ha implementado un método llamado VIGILANT™, un LFIA que usa 

una proteína quimérica de dCas9-VirD2 para detectar el gen N, con un límite de detección de 2.5 

copias virales/μL y sin reactividad cruzada con MERS o SARS-CoV-1. En este método es necesaria 

la amplificación del gen N con oligos biotinilados mediante amplificación isotérmica con recombinasa-

polimerasa (RPA) y el etiquetado de la proteína dCas9-VirD2 con fluoresceína-5-maleimida (FAM). 

Una vez que la etiqueta de biotina se une a la estreptavidina y dCas9-VirD2 ha reconocido al gen N, 

la etiqueta de FAM se detecta mediante anticuerpos anti-FAM conjugados con partículas de oro 

(antiFAM-AuNP), generando una señal colorimétrica que indica la presencia de SARS-CoV-2 (Marsic 

T. et al., 2021) (Figura 6b). 
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Figura 6. Detección de SARS-CoV-2 mediante CRISPR-Cas. (Izquierda) La actividad colateral es activada 

por el reconocimiento de la secuencia específica y se inicia el corte de la sonda, al separarse el fluoróforo del 

quencher la fluorescencia se hace visible y es detectada. (Derecha) La superficie recubierta con estreptavidina 

captura los amplicones etiquetados con biotina y el complejo dCas9-VirD2 que se ha unido al amplicón es 

reconocido por el anticuerpo antiFAM-AuNP, que da como resultado una señal colorimétrica. Tomado y 

modificado de Broughton JP et al. (2020) & Marsic T et al. (2021).   

Estos avances han permitido que la FDA haya autorizado en el 2020 el uso de emergencia 

de un método de diagnóstico basado en CRISPR para detectar SARS-CoV-2, conocido como 

Sherlok™, que es capaz de brindar resultados en un tiempo de entre 40-70 minutos y con un límite 

de detección de 100 copias virales/reacción (Joung J. et al., 2020). Aunque todavía existen 

complicaciones relacionadas al efecto “off-target” (reconocimiento fuera del gen objetivo), lo que 

podría comprometer la detección genética de manera precisa (Kostyusheva A. et al., 2022), pero 

hasta el momento los resultados experimentales posicionan al sistema CRISPR-Cas como uno de 

los métodos de diagnóstico molecular más prometedores e innovadores de los últimos años, 

motivando así el desarrollo de nuevos enfoques. 
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Diseño de métodos basados en CRISPR-Cas para detectar el gen N de SARS-

CoV-2 

Para detectar el gen N en este trabajo se propusieron dos estrategias: la primera es una 

detección enfocada en fluorescencia que utiliza un par de proteínas dCas9 etiquetadas con 

fluoróforos; mientras que la segunda es una detección enfocada en LFIA que utiliza DNA biotinilado, 

que es reconocido por dCas12a (D908A) etiquetado con FAM. Para aumentar la sensibilidad 

analítica de ambos enfoques fue necesario acoplarlos a PCR punto final. 

Detección enfocada en fluorescencia: La fluorescencia es un proceso fisicoquímico de 

dos etapas en el que un fluoróforo absorbe fotones de longitud de onda más corta (excitación), 

seguido de la liberación de fotones de longitud de onda más larga (emisión) (Marshall J & Johnsen 

S. 2017) (Figura 7). Este proceso se puede observar en la transferencia de energía resonante 

Förster (FRET), que ocurre cuando un fluoróforo excitado (Donador) transfiere su energía de forma 

no radiativa a otro fluoróforo (Aceptor). Para que esto suceda el espectro de emisión del donador 

debe superponerse, al menos parcialmente, con el espectro de absorción del aceptor, además los 

fluoróforos deben tener una orientación definida y estar muy próximos, entre 10-100 Å, lo cual se 

conoce como distancia de Förster (Berney C. & Danuser G., 2003). El fenómeno de FRET indica que 

la energía liberada de la relajación del donador es absorbida por un aceptor que se encuentra en las 

proximidades, ocasionando la excitación de uno de sus electrones y por consecuencia la emisión de 

un fotón por el aceptor en lugar del donador (Berezin M. Y. & Achilefu S., 2010).  
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Figura 7. Diagrama de Jablonsky para la fluorescencia. Cuando un fotón interactúa con el fluoróforo los 

fotones son absorbidos (flecha azul), provocando que un electrón pase de un nivel de energía menor a uno 

mayor (S1). El electrón en un estado excitado pierde inmediatamente su energía mediante un proceso llamado 

conversión interna (flechas rojas) y desde ahí regresa a su estado basal (So) pero emitiendo un fotón 

(fluorescencia) con energía equivalente a la energía absorbida (flecha verde). 

Para detectar el gen N, se propuso un sistema de dos proteínas dCas9 etiquetadas con los 

fluoróforos Atto550 (excitación 554 nm/emisión 575 nm) y Cy5 (excitación 649 nm/emisión 666 nm). 

Estos fluoróforos presentan una distancia de Förster de 73 Å (7.3 nm), por lo que se diseñaron 

crRNAs que dirigen a las proteínas hacia dos secuencias específicas del gen N, que permiten la 

proximidad para observar el efecto FRET entre Atto550 y Cy5, lo cual se puede reflejar como una 

disminución de la fluorescencia del fluoróforo donador (Atto550) y un aumento en la fluorescencia 

del fluoróforo aceptor (Cy5) (Figura 8). Con este enfoque esperamos una mayor especificidad 

respecto a los métodos de diagnóstico como las pruebas de antígeno ya que es necesario que el 

DNA tenga ambas secuencias que posibiliten la cercanía entre los fluoróforos, lo cual indicará la 

presencia del gen N de SARS-CoV-2. 
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Figura 8. Detección enfocada en fluorescencia. El DNA que se amplifica mediante PCR punto final es 

reconocido por dCas9-Atto550 y dCas9-Cy5, esto permite la proximidad de los fluoróforos para observar el 

efecto FRET, indicando así la presencia del gen N de SARS-CoV-2. Obtenido y modificado de BioRender (2022). 

Detección enfocada en LFIA:  Los sistemas de LFIA presentan una superficie de 

estreptavidina conocida como línea test (T), que es capaz de interactuar con etiquetas de biotina, lo 

que permite adsorber moléculas que presenten dicha etiqueta. También presentan una línea control 

(C) que esta recubierta con anticuerpos que adsorben anticuerpos antiFAM-AuNP y sirve para validar 

la funcionalidad del ensayo de detección. Se amplificó una región del gen N con oligos biotinilados 

mediante PCR y etiquetamos a dCas12a con FAM. Para dirigir a dCas12a-FAM hacia una secuencia 

específica del gen N se utilizó un crRNA que se encuentra reportado y caracterizado para la 

detección de SARS-CoV-2 (Broughton J. P. et al., 2020). Una vez que el complejo dCas12a-

FAM:GenN-biotina se une a la estreptavidina, la etiqueta de FAM es reconocida por los anticuerpos 

antiFAM-AuNP, que permiten una detección colorimétrica que indica la presencia de SARS-CoV-2 

(Figura 9). 
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Figura 9. Detección enfocada en LFIA. El DNA biotinilado que se obtiene por PCR punto final es adsorbido 

por la estreptavidina, y el complejo dCas12a-FAM que se une de manera específica a este DNA es reconocido 

por el anticuerpo antiFAM-AuNP, lo cual se refleja como una señal colorimétrica, que indica la presencia del 

gen N. Obtenido y modificado de BioRender (2022). 
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Hipótesis  

Detección enfocada en fluorescencia: Cuando un par de complejos dCas9:crRNA etiquetados con 

fluoróforos unen secuencias específicas adyacentes de DNA (gen N), ocurrirá el efecto FRET debido 

a la cercanía de las proteínas 

 

Detección enfocada en LFIA: Cuando dCas12a:crRNA etiquetado con FAM una al DNA (gen N) 

etiquetado con biotina se formará un complejo que se unirá a la estreptavidina de la tira reactiva, el 

cual será reconocido por los anticuerpos antiFAM-AuNP, lo que generará una señal colorimétrica. 

Objetivos 

Objetivo general 

Desarrollar nuevos métodos basados en CRISPR-dCas que permitan la detección específica de 

SARS-CoV-2. 

 

Objetivos específicos 

 
1. Mejorar el proceso de purificación de las proteínas dCas9 y dCas12a 

2. Amplificar una región del gen N del SARS-CoV-2 a partir de bajas concentraciones y en un 

tiempo relativamente corto. 

3. Validar la especificidad de los crRNAs para detectar el gen N (método basado en 

fluorescencia) del SARS-CoV-2  

4. Demostrar la presencia del gen N de SARS-CoV-2 con dCas9-Atto550/Cy5 mediante el 

efecto FRET. 

5. Optimizar un método para detectar el gen N mediante el uso de dCas12-FAM basado en 

LFIA. 
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Estrategia experimental general  

 
 

Figura 10. Esquema general para la detección del gen N de SARS-CoV-2.  Se resumen los pasos desde la 

obtención de las proteínas hasta la detección del gen N mediante fluorescencia y colorimetría. Obtenido y 

modificado de BioRender (2022). 

 

Producción y purificación de las proteínas dCas9 y dCas12a 

Se cultivó E. coli BL21 (DE3) en medio Luria Bertani (LB) para dCas9 y en medio Terrific 

Broth (TB) para dCas12a en un matraz Erlenmeyer (1 L) hasta una densidad óptica (DO, a 600 nm), 

de entre 0.6 - 0.8 unidades de absorbancia (UA) a 37 ºC, y posteriormente se disminuyó la 

temperatura a 18 ºC. La expresión de la proteína se indujo con 1 mM de isopropilo β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) 30 minutos después de la transición de temperatura y durante 18 h. La 

selección se hizo con 100 μg / mL de kanamicina para dCas9 y 100 μg / mL de ampicilina para 

dCas12a. 
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El sedimento de células obtenido por centrifugación se resuspendió en buffer de lisis (20 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 250 mM NaCl, 10 mM imidazol) y se sonicó con una potencia de 765 Watts por 6 

minutos en hielo con ciclos ON / OFF de 5s / 25s. La muestra sonicada se centrifugó durante 35 

minutos a 35,000 g y el sobrenadante obtenido se filtró (0.22 µm) e inyectó a una columna de 

cromatografía de afinidad de Ni-NTA (Cytiva). La columna se lavó con buffer de lavado (20 mM Tris-

HCl pH 8.0, 250 mM NaCl, 20 mM imidazol) y finalmente se eluyó la proteína total con buffer de 

elución (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM NaCl, 250 mM imidazol). Se agregó la proteasa TEV (del 

inglés, Tobacco Etch Virus nuclear-inclusion-a endopeptidase) y SUMO (del inglés, small ubiquitin-

like modifier) para remover las etiquetas de histidinas de dCas9 y dCas12a respectivamente (Figura 

10). 

Figura 11. Marco de expresión de las proteínas dCas9 y dCas12a. Después del corte con la enzima TEV el 

tamaño aproximado de la proteína dCas9 es de 158.4 kDa (a) y de 151.2 kDa para la proteína dCas12a después 

de corte con SUMO (b). 

Posteriormente la muestra se dializó toda la noche a 4 ºC contra buffer de diálisis (20 mM 

HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCl, 10% glicerol, 1 mM DTT, 1 mM EDTA) usando una membrana 

con tamaño de corte de 50 kDa. La muestra dializada y filtrada se inyectó en una columna de Heparin 

Sepharose High Performance (Cytiva) que se une a proteínas de unión a ácidos nucleicos que se 

encuentran cargadas positivamente como las proteínas dCas9 y dCas12a, después se eluyó con 2 

M de KCl. La solución con la proteína total se concentró hasta aproximadamente 500 µL mediante 

centrifugación con unidades de filtración (Cytiva) con tamaño de corte de 100 kDa. La solución 
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concentrada se inyectó en una columna de exclusión molecular HiLoad (Cytiva), que separa por 

tamaño. Las fracciones colectadas correspondientes a las proteínas puras se combinaron y 

concentraron hasta aproximadamente 10 µM. La concentración de la proteína se determinó con un 

espectrofotómetro NanoDrop con la opción 1 Abs= 1 mg/mL y un factor de corrección de 1.009 para 

estimar la concentración real de la proteína (Mohanraju P et al., 2018). La proteína se congeló en 

nitrógeno líquido y se almacenó a -70 ºC. La pureza e identidad de las proteínas dCas9 y dCas12a 

se analizaron por SDS-PAGE (del inglés, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

y WB respectivamente. La pureza se determinó densitométricamente mediante el uso del software 

ImageJ, mientras que la identidad se confirmó con el anticuerpo monoclonal anti-Cas9 (Santa Cruz 

Biotechnology, 7A9-3A3) y el anticuerpo policlonal anti-Cas12a (GeneTex, 133298). 

Conjugación química de las proteínas dCas con fluoróforos 

Los fluoróforos que se utilizaron para etiquetar las proteínas son Atto550 (Sigma-Aldrich, 

30730), Cy5 (Cytiva, 25031) y FAM (Thermo-Scientific,62245), cuya particularidad reside en que 

tienen grupos maleimida capaces de reaccionar el grupo sulfhidrilo (-SH) de las cisteínas (Cys). Las 

alícuotas de las proteínas se descongelaron lentamente (usando hielo) y se les adicionó 10 µM del 

agente reductor tris-2-carboxietil-fosfina (TCEP). Posteriormente, se sometió a vacío durante 20 

minutos a 20 ºC en un ThermoVac para eliminar la presencia de oxígeno. En seguida, se dializó 

durante 2 horas a 4 ºC contra buffer de diálisis (20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCl, 10% 

glicerol) para eliminar el TCEP. Después, se adicionó el fluoróforo correspondiente a una 

concentración final de 100 µM y se dejó incubando a 4 ºC toda la noche con agitación constante. Al 

día siguiente la proteína etiquetada se concentró mediante centrifugación con unidades de filtración 

con tamaño de corte de 100 kDa (Cytiva, USA) para eliminar el fluoróforo no unido a las proteínas. 

Finalmente, las proteínas se almacenaron a -20 ºC. Para determinar el número promedio de 

moléculas de fluoróforo por dCas conjugada (DOL, del inglés Degree of Labeling) se utilizó la 

siguiente fórmula:  

𝐷𝑂𝐿 =
(𝐴𝑚𝑎𝑥)(𝜖280)

((𝐴280) − (𝐶𝐹)(𝐴𝑚𝑎𝑥))(𝜀𝑚𝑎𝑥)
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donde Amax es el máximo de absorción medido a la longitud de onda de excitación del 

fluoróforo, ε280 el coeficiente de extinción molar de dCas (obtenido mediante ProtParam tool de 

Expasy), A280 la lectura de absorbancia de la dCas conjugada a 280 nm, CF (del inglés, factor 

correction) que es la absorbancia corregida que sirve para eliminar el aporte del fluoróforo a 280 nm 

(es exclusivo de cada fluoróforo) y εmax el coeficiente de extinción molar del fluoróforo. 

Selección de la secuencia de DNA diana 

Se utilizó el programa de alineamiento múltiple de secuencia de ácidos nucleicos Nucleotide-

BLAST (NCBI, versión BLASTN 2.13.0+), para el análisis de homología de la región del gen N de 

SARS-CoV-2 que se desea amplificar. La secuencia diana del gen N se analizó con un enfoque 

megablast (secuencias muy similares) y los registros obtenidos fueron filtrados por: betacoronavirus, 

coronavirus, coronaviridae, Influenza A virus, Influenza B virus y Homo sapiens. 

Amplificación de la secuencia de DNA diana mediante PCR 

El diseño de los oligos se hizo con el software Oligo Analyzer 3.1® de IDT (Integrated DNA 

Technologies, USA) para descartar estructuras secundarias y Primer-BLAST para evitar 

amplificación cruzada. Posteriormente los oligos se sintetizaron en T4 OLIGO. Los oligos amplifican 

una región del gen N generando un amplicón de 359 pares de bases (pb) (Tabla 3).  La temperatura 

teórica de alineamiento de los oligos fue de 63 ºC y se determinó con Tm Calculator (NEB).  

Tabla 3. Oligos utilizados para la PCR punto final. 

Oligos Secuencia % GC Tm 

FwPCRgenN 5’GTGGGAATGTTTTGTATGCGT3’ 43 56 °C 

RvPCRgenN 5’CACTAAGAAATCTGCTGCTGA3’ 43 54 °C 

%GC: Indica el porcentaje de guanina y citosina y se recomienda un rango de 40-60%. 

Tm: Temperatura a la cual el 50 % de los oligos se encuentra en forma monocatenaria y el 50% interactúan con 

la secuencia complementaria. La diferencia entre la Tm de los oligos no debe ser mayor a 5 °C. 

Para amplificar la región de interés del gen N se utilizó el plásmido pET-28a-SARS-CoV-2, 

donado por el grupo de investigación del Dr. Luis Brieba de la Unidad de Genómica Avanzada del 
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LANGEBIO. Este plásmido tiene en su secuencia los genes E, N y S del SARS-CoV-2 cepa Wuhan 

y para su amplificación se utilizó E. coli DH5-α en medio LB con 100 μg/mL de kanamicina. El cultivo 

inicial se incubó en 5 mL durante 8 horas y posteriormente se transfirió a un cultivo de 100 mL durante 

toda la noche, ambas temperaturas de incubación fueron 37ºC. El plásmido se purificó con ZymoPure 

II Plasmid Midiprep Kit de acuerdo con las sugerencias del fabricante (Zymo Research, USA). 

La PCR se llevó a cabo en un termociclador T100 (Biorad). La reacción consiste en 12.5 μL 

de master mix 2X (Q5 High-Fidelity-NEB), 1.25 μL de oligo Fw (10 μM), 1.25 μL de oligo Rv (10 μM), 

9 μL de agua y finalmente 1 μL del plásmido pET-28a-SARS-CoV-2 con la concentración 

correspondiente. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 98 °C 

por 30 s durante 1 ciclo; desnaturalización a 98 °C por 10 s, alineamiento a 58 °C por 10 s y extensión 

a 72 °C por 10 s, todo esto por 20 ciclos; extensión final a 72 °C por 2 min y almacenamiento a 12 

°C, ambos por 1 ciclo. Finalizada la PCR los amplicones se purificaron mediante precipitación con 

etanol. El producto de la reacción se tiñó con SYBR Safe y se analizó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1% (60 V / 1 hora). 

Diseño de los crRNAs 

Los crRNAs de dCas9 que se utilizaron para los ensayos de unión al gen N y determinación 

del efecto FRET se diseñaron manualmente (Tabla 4) y analizó su eficiencia y especificidad 

mediante los softwares web ChopChop y CRISPOR. Todos los crRNAs de este trabajo se 

sintetizaron químicamente (IDT, USA). Las regiones guías de los crRNAs tienen una longitud de 20 

nucleótidos y ambos crRNAs reconocen secuencias adyacentes del gen N separadas por 21 pb 

(Figura 11).  Para los ensayos de LFIA con dCas12a se utilizó un crRNA que en este proyecto 

llamaremos crRNA-LFIA (Tabla 4), el cual ha sido reportado y caracterizado para reconocer el gen 

N (Broughton JP et al., 2020). 
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Tabla 4. Secuencia guía de los crRNAs para reconocer una región del gen N 

crRNAs  Secuencia guía Eficiencia 
(%) 

Especificidad 

crRNA1 5’CGAAGAACGCUGAAGCGCUG3’ 62 100 

crRNA2 5’AAGUCACACCUUCGGGAACG3’ 61.42 100 

crRNA-LFIA 5’CCCCCAGCGCUUCAGCGUUC3’ - - 

 

Figura 11. Reconocimiento de los crRNAs en una región del gen N. La distancia que existe entre las 

secuencias reconocidas por los crRNAs es de 21 pb, equivalente a 7.14 nm. 

Ensayo de unión a DNA por las proteínas dCas9 

Los complejos RNPs entre las Cas (fluorescentes o no) y los crRNAs se prepararon mediante 

la incubación a 25 ºC de las proteínas dCas9-Atto550 y dCas9-Cy5 con crRNA1 o crRNA2, 

respectivamente, a una estequiometría 1:1, en buffer de reacción 1X (100 mM NaCl, 50 mM Tris-

HCl, 10 mM MgCl2, 100 μg/mL BSA pH 7.9) durante 20 minutos. La muestra de DNA (obtenida 

mediante PCR) se mezcló con el complejo RNP-fluorescente en una estequiometría 1:1 (50 nM 

DNA:50 nM RNP) en buffer de reacción 1X y la mezcla se incubó durante 30 minutos a 37 ºC. Las 

muestras se tiñeron con SYBR Safe y se analizaron en un gel de poliacrilamida al 8 % y se corrieron 

a 80 V / 45 minutos. 

Detección de una región de gen N con CRISPR-dCas9 usando FRET 

En un volumen final de 35 μL los complejos RNPs-fluorescentes se mezclaron con el 

producto de PCR en buffer de reacción 1X y después se incubaron durante 30 minutos a 37 ºC en 

una placa negra con 384 pocillos. Posteriormente, se midió la emisión de fluorescencia en la región 
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de 560 a 700 nm (excitación a 555 nm), usando un lector de placas Cytation 5 (Biotek, USA). Para 

comparar la intensidad de FRET de cada muestra y poder determinar si había FRET o no, se usó el 

cociente resultante entre las fluorescencias máximas emitidas de los fluoróforos aceptor y donador 

(λfl666nm / λfl555nm). Una muestra positiva para FRET tiene un cociente mayor que el del control 

negativo. 

Detección de una región de gen N con CRISPR-dCas12a mediante tiras de 

flujo lateral 

Los complejos RNP-FAM se formaron mediante incubación a 37 ºC durante 20 minutos de 

dCas12a-FAM con el crRNA a una estequiometría 1:1 en buffer de reacción 1X. Posteriormente, se 

añadieron 5 μL de producto de PCR de DNA biotinilado y se incubaron con buffer de reacción 1X a 

37 ºC / 30 minutos en un volumen final de 20 μL. Esto permite la interacción entre RNP-FAM con 

DNA-Biotina. Después de la incubación los 20 μL de la reacción se añaden a la almohadilla de 

detección de la tira reactiva HybriDetect (Milenia Biotec, Alemania) siguiendo las recomendaciones 

del fabricante. Estas tiras reactivas presentan una línea control con estreptavidina que interactúa con 

la biotina unida al amplicón que es reconocido por el RNP de dCas12a-FAM que a su vez es 

reconocido por los anticuerpos antiFAM-AuNP.  

Análisis estadístico 

Los resultados que se obtuvieron por triplicado se reportaron como media con su respectiva 

desviación estándar: La significancia entre las medias se analizó con el software GraphPad Prism 

9.4.1 utilizando la prueba T no pareada (para dos medias) y el ANOVA de un factor (para tres o más 

medias) seguido de una comparación múltiple Šidák (para la caracterización de FRET a diferentes 

estequiometrias de los RNPs) y comparación múltiple Turkey (para la validación de especificidad del 

sistema de flujo lateral). 
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Resultados y discusión 

Expresión y purificación de las proteínas dCas9 y dCas12a 

Las proteínas dCas9 y dCas12a se aislaron de la fracción soluble del lisado celular de E. coli 

BL21 (DE3) y se purificaron mediante tres pasos de cromatografía: afinidad a níquel, intercambio 

iónico y exclusión molecular (SEC) (Figura 12). La purificación por afinidad a níquel (Figura 12a,e) 

se realizó gracias a la etiqueta de 6xHis en el amino terminal de la dCas9 y dCas12a; dicha etiqueta 

se cortó con la enzima TEV para dCas9, y SUMO para dCas12a y se removió de la solución durante 

el proceso de diálisis. Anteriormente en la purificación por intercambio iónico se utilizaba una 

columna de HitrapSP (Arroyo, L., 2022), pero para mejorar la pureza de las proteínas se decidió 

emplear una columna de heparina que presenta grupos carboxilato (COO-) y sulfonato (SO3
-), 

capaces de interactuar con la carga positiva de la proteína de interés. (Figura 12b,f). Para que las 

proteínas dCas obtuvieran carga positiva e interactuaran con la resina de heparina, fue necesario 

utilizar un buffer con un pH menor al punto isoeléctrico (pI) de las proteínas dCas9 (pI = 8.98) y 

dCas12a (pI = 8.01).  Finalmente, las proteínas se purificaron con base en su tamaño mediante una 

cromatografía de exclusión molecular (Figura 12c,g), y como se observa en los cromatogramas de 

SEC (Figura 12d,h) las proteínas correspondientes a la dCas se observaron en el tercer pico (flecha 

azul) mientras que las proteínas contaminantes se visualizan en los picos restantes. 
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Figura 12. Purificación de dCas9 y dCas12a. (a-d) dCas9 y (e-h) dCas12a. (a,e) SDS-PAGE del proceso de 

purificación mediante columna de afinidad a níquel. (b,f) SDS-PAGE del proceso de purificación por intercambio 

iónico con heparina. (c,g) SDS-PAGE correspondiente al proceso de purificación mediado por exclusión 
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molecular. (d,h) Cromatograma de la exclusión molecular; con flechas azules se indican las fracciones que 

presentan a las proteínas dCas9 y dCas12a. Los rectángulos rojos indican a las proteínas dCas9 y dCas12a. 

La pureza e identidad de las proteínas se determinó por SDS-PAGE y WB respectivamente 

(Figura 13). En el análisis de pureza nos podemos percatar que mediante la estrategia de Níquel-

Heparina-SEC se obtiene un mayor grado de pureza (>90 %) en comparación con el protocolo 

original de Níquel-HitrapSP-SEC que presenta una pureza <85 % (Arroyo, L., 2022) (Figura 13c,g). 

Se ha reportado que esta mejora en la pureza se debe a que la heparina imita la estructura 

polianiónica de los ácidos nucleicos, por lo que las proteínas Cas, que interactúan con ácidos 

nucleicos, se unen con mayor fuerza a la resina de heparina de la columna (Mohanraju P. et al., 

2018; Gao Y. et al., 2021). Todo esto contribuye a la eliminación de proteínas y ácidos nucleicos 

contaminantes.  

Para confirmar la identidad de las proteínas purificadas se usaron anticuerpos monoclonales 

anti-Cas9 y policlonales anti-Cas12a. En el WB (Figura 13d) se observa una banda de mayor 

intensidad que indica la presencia de dCas9. La banda de intensidad tenue que se observa para el 

control negativo (dCas12a) puede deberse a que el anticuerpo monoclonal reconoce un epítopo 

parecido al de dCas9, lo que suele ser común para proteínas que presentan cierta homología 

estructural como dCas9 y dCas12a. Para el WB de dCas12a observamos algo similar (Figura 13h), 

esto se debe a que los anticuerpos al ser policlonales reconocen diferentes epítopos de una misma 

proteína, lo que aumenta las posibilidades de reacción cruzada en proteínas con estructura similar 

(Lipman N. S. et al., 2005). Aunque esta inespecificidad también suele asociarse al bloqueo 

inadecuado de la membrana, por lo que en esta situación los anticuerpos se unen a otra cosa que 

no necesariamente es la proteína objetivo (Mahmood T. & Yang P. C., 2012) 
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Figura 13. Pureza e identidad de dCas9 y dCas12a. (a-d) dCas9 y (e-h) dCas12a. (a,e) SDS-PAGE de las 

proteínas purificadas por Níquel-Heparina-SEC. (b,f) SDS-PAGE de las proteínas purificadas por Níquel-

HitrapSP-SEC, tomado de Arroyo L. 2022. (c,g). Análisis de pureza de las proteínas purificadas mediante el 

software ImageJ (d,h). WB de las proteínas purificadas mediante Níquel-Heparina-SEC. 
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Caracterización del etiquetado de las proteínas 

En el proceso de etiquetado utilizamos fluoróforos con grupos maleimida, el cual es capaz 

de reaccionar con el grupo sulfhidrilo (-SH) de las cisteínas (Cys) presentes en las proteínas dCas9 

y dCas12a (Figura 14). La reacción forma un enlace covalente tioéter entre la proteína y el fluoróforo 

con alta eficiencia y selectividad, muy parecida a las reacciones de “química clic” (Northrop B. H. et 

al., 2015). 

 

Figura 14. Mecanismo molecular de la reacción sulfhidrilo-maleimida. Los electrones del grupo -SH 

desplazan a los electrones el grupo maleimida que trae consigo la liberación de un protón y la formación de un 

enlace tioéter. R1 indica la posición del fluoróforo. Tomado de Quanta Biodesign Limited (2022). 

La proteína dCas9 cuenta con 2 Cys en su secuencia (C80 y C574), por lo que se pueden 

conjugar a la proteína un máximo de 2 fluoróforos (Figura 15a). Para el proceso de etiquetado con 

Atto550, se obtuvo un valor de DOL de 3.48, mientras que para Cy5 se obtuvo un valor de 2.9. Estos 

valores indican que las muestras de proteína presentan un exceso de 1.48 fluoróforos. Esta porción 

representa fluoróforos absorbidos y no unidos covalentemente, los cuales posiblemente no se 

eliminaron durante el proceso de remoción del exceso de fluoróforo (centrifugación con las unidades 

de filtración) usado durante la reacción de conjugación. También se obtuvo el espectro de emisión 

de las proteínas dCas9 conjugadas (Figura 15b) y verificó que el proceso de etiquetado no afectó a 

los picos de emisión de Atto550 y Cy5, ya que se ha reportado que la cercanía de ciertos aminoácidos 

aromáticos puede generar fotoblanqueo, es decir que los fluoróforos ya no puedan emitir 

fluorescencia (Smit J. H. et al., 2019). 
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Figura 15. Proteína dCas9 etiquetada con fluoróforos. (a) e muestra la estructura cristalográfica de dCas9 

(PDB 6IFO) y las flechas rojas señalan las Cys que pueden reaccionar con la maleimida presente en los 

fluoróforos Atto550 y Cy5. (b) Espectro de emisión de las proteínas dCas9 etiquetadas con los fluoróforos 

Atto550 (575 nm) y Cy5 (666 nm). Se observan los picos de emisión máxima característicos (flechas negras).  

La proteína dCas12a cuenta con un total de 8 Cys (C65, C205, C334, C379, C608, C674, 

C1025 y C1248) por lo que existen 8 posibles sitios de conjugación (Figura 16). Se obtuvo un valor 

de DOL de 5.46, lo que indica un sub-etiquetado, es decir que no todas las Cys reaccionaron con el 

grupo maleimida de FAM. Esto se puede deber a que hay Cys que no se encuentran expuestas al 

solvente. Para esta proteína no fue necesario obtener un espectro de emisión ya que dCas12a-FAM 

se utilizó para el enfoque de LFIA cuyo fundamento se basa en el reconocimiento de FAM por 

anticuerpos y no por detección fluorescente. 
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Figura 16. Estructura secundaria de la proteína dCas12a. Se muestra la estructura cristalográfica de 

dCas12a (PDB 5B43) y con flechas rojas se señalan las Cys que pueden reaccionar con la maleimida de FAM. 

Selección y amplificación de la secuencia a detectar 

Se seleccionó una región del gen N como secuencia objetivo y, mediante un alineamiento 

múltiple, se demostró que esta secuencia no presenta homología con otros virus respiratorios de la 

familia Coronaviridae (MERS-CoV, SARS-CoV) y Orthomyxoviridae (Influenza A virus e Influenza B 

virus). El alineamiento múltiple también arrojó un porcentaje de identidad del 100% con secuencias 

genómicas exclusivamente relacionadas al gen N de SARS-CoV-2 (Porcentaje de identidad), 

evidenciando la naturaleza conservada de la región del gen N, lo cual tiene sentido biológico, ya que 

el gen N codifica para una proteína de unión a RNA que es crucial para el empaquetamiento del 

genoma viral, por lo que la tasa de mutaciones es relativamente baja en comparación con el gen S 

(Thakur S. et al., 2022). Este aspecto es muy importante ya que de esta forma se asegura amplificar 

regiones exclusivas de SARS-CoV-2 que reduzcan la obtención de falsos positivos y se seleccionó 

regiones conservadas que sean menos susceptibles a deleciones o inserciones para evitar los falsos 

negativos. Todos los ensayos se diseñaron para detectar esta región del gen N de 356 pb. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/msaviewer/?anchor=0&coloring=diff&key=NCID_1_23550150_130.14.18.128_9147_1671517236_2857205785_0MetA0__S_NC_PhyloTree&columns=d:120,b:55,x:17,aln,e:55,o:150
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Nuestros métodos de detección se acoplaron a una amplificación previa por lo que se diseñó 

oligos para amplificar la región del gen N por PCR punto final. La temperatura teórica de alineamiento 

que se determinó para los oligos fue de 63 ºC, pero al realizar el gradiente de temperatura nos 

percatamos que la temperatura de alineamiento adecuada es de 58 ºC, ya que se observó una mayor 

cantidad de amplicones del tamaño esperado (Figura 17a). Después, con la temperatura de 

alineamiento adecuada, se realizó un gradiente de la concentración de DNA plasmídico a amplificar, 

desde aM a nM, cuyo propósito fue conocer hasta qué punto se podía obtener una cantidad visible 

de DNA, ya que existen métodos como LAMP capaces de amplificar DNA a partir de concentraciones 

attomolares, lo cual mejora el límite de detección de métodos CRISPR acoplados a una pre-

amplificación (Hernandez-Garcia A. et al., 2022). Por ello, seleccionamos la concentración de 400 

aM como la más adecuada para la amplificación por PCR punto final (Figura 17b). 

Figura 17. Amplificación de la región del gen N.  Geles de agarosa al 1 %. (a) PCR de la región del gen N 

mediante gradiente de temperatura de alineamiento. (b) PCR de la región del gen N con concentraciones 

diferentes de DNA plasmídico. El cuadro rojo indica el producto de PCR obtenido a partir de una concentración 

de 400 aM. En cada pozo se cargaron 3 μL del producto de PCR.  

Uno de los aspectos más importantes para la detección de ácidos nucleicos es la reducción 

de los tiempos de reacción, por ello, decidimos probar distintos tiempos para la PCR punto final, y 
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encontramos que, en un tiempo aproximado de 30 minutos, es suficiente para obtener amplicones 

de manera específica, validando así la funcionalidad de los oligos (Figura 18). La reducción de este 

tiempo es crucial ya que otros métodos, como LAMP y RPA, necesitan un tiempo de entre 20-25 

minutos para amplificar el material genético, por lo que, al menos en este aspecto podemos ser 

equiparables, y además no observamos amplificaciones inespecíficas y cruzadas que suelen ser 

comunes con los oligos utilizados en LAMP (Lim B. et al., 2021; Iqbal B. N. et al., 2022).  

Figura 18. Optimización del tiempo de amplificación. Gel de agarosa al 1 %. Se probaron distintos tiempos 

de amplificación y se determinó que un tiempo de 33 minutos es suficiente para amplificar de manera específica 

la región del gen N. En cada pozo se cargaron 5 μL del producto de PCR. 
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Método de detección basado en fluorescencia 

Análisis de especificidad de los crRNAs para dCas9 

La secuencia guía de los crRNAs se analizó in silico y se obtuvieron valores respecto a la 

eficiencia y especificidad. El valor de eficiencia está relacionado con la expresión de los crRNAs bajo 

el control de un promotor T7 o U6 en un contexto celular, por lo que, para nuestros fines, el valor de 

eficiencia no tiene importancia alguna. El valor de especificidad está relacionado con el efecto off-

target y se le asigna un puntaje que varía de 0 a 100 puntos. Un menor número de posibles sitios 

off-target corresponde a un mayor puntaje de especificidad y se recomiendan valores ≥ 50 para que 

el crRNA sea específico (Doench J. G. et al., 2016). Los crRNAs que se diseñaron para detectar una 

región del gen N mediante el enfoque de fluorescencia, tienen un puntaje de 100, por lo que podemos 

asegurar una detección genética más precisa. 

Para validar experimentalmente la funcionalidad de los crRNAs, se realizó un ensayo de 

unión a DNA (Figura 19). Se usó amplicones de la región del gen N como nuestro DNA objetivo 

(DNA (+)) y un DNA de 120 pb como nuestro control negativo (DNA (-)). Primero se realizó un ensayo 

control con la proteína dCas9 sin etiquetar, que consistió en la incubación del complejo RNP con el 

DNA (+) y el DNA (-). El DNA (+) en presencia del RNP presentó cambios en la migración 

electroforética, mientras que el DNA (-) que se incubó con el RNP no presentó tal cambio (Figura 

19a). Esto indicó que el RNP es capaz de discriminar secuencias y unirse de manera específica a 

los amplicones del DNA (+). Posteriormente, evaluamos los complejos RNPs formados por dCas9-

Atto550:crRNA1 y dCas9-Cy5:crRNA2 (Figura 19b-c), y encontramos el mismo comportamiento que 

en el ensayo control. Con esto se demostró que los puntajes de especificidad de los crRNAs son 

confiables, y además se verificó que el proceso de etiquetado no modificó la capacidad de los 

complejos RNPs para reconocer secuencias específicas de DNA, cumpliendo así con uno de los 

parámetros más importantes para la detección de genes proveniente de agentes infecciosos como 

SARS-CoV-2
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Figura 19. Validación experimental de los crRNAs. Geles de poliacrilamida al 8%. Las flechas rojas indican 

dónde debería estar ubicado el DNA en ausencia de RNP. (a) En el experimento control no se observa que el 

amplicón del DNA (+) esté a la altura correspondiente de 359 pb ya que está interactuando con el RNP-dCas9, 

mientras que el DNA (-) no presentó cambios en su movilidad electroforética, lo que indica que el RNP no lo 

está uniendo. (b) Se observó que el amplicón del DNA (+) es reconocido de manera específica por el RNP de 

dCas9-Att0550:crRNA1 ya que hay cambios en la movilidad electroforética a diferencia del DNA (-). (c) El RNP 

de dCas9-Cy5:crRNA2 también fue capaz de unirse específicamente al amplicón del DNA (+) y no al DNA (-). 

Caracterización del efecto FRET para la detección del gen N 

Después de mejorar la pureza de las proteínas, obtener los amplicones del gen N a partir de 

una concentración aM en un tiempo óptimo, y validar la especificidad de los crRNAs para dCas9, se 

procedió a caracterizar la detección del gen N mediante el fenómeno de FRET. Para caracterizar la 

detección enfocada en fluorescencia, se utilizó una concentración de 100 nM del amplicón del DNA 

(+) y el DNA (-), ambos purificados mediante precipitación por etanol. La concentración de RNP- Cy5 

(Aceptor) se mantuvo constante a 100 nM, mientras que la concentración de RNP-Atto550 (Donador) 

fue de 0, 50, 100 y 200 nM, obteniendo estequiometrias de Aceptor + Donador (A+D) de 1:0, 1:0.5, 

1:1 y 1:2. La razón por la que usamos productos de PCR purificados, fue para analizar los espectros 
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de emisión en condiciones experimentales más controladas, y evaluamos diferentes estequiometrías 

para encontrar en qué punto la detección es confiable. Después de establecer estas condiciones se 

generaron los espectros de emisión para cada una de las muestras al excitarse con una longitud de 

onda de 555 nm (Figura 20a), y partir de estos datos se obtuvo el índice de FRET (también llamado 

FRET radiométrico). El índice de FRET se calculó como un cociente entre la fluorescencia del pico 

de emisión máxima del aceptor RNP-Cy5 (666 nm) respecto a la del donador RNP-Atto550 (555 nm), 

λfl666nm / λfl555nm. Dicho cociente de las intensidades de fluorescencia se puede ver como una medida 

relativa de la transferencia de energía de Atto550 a Cy5 cuando el primero es excitado. El cociente 

calculado mostró que al aumentar la relación estequiometria entre RNP-Cy5 y RNP-Atto550 se 

detectan “menos diferencias” entre el índice de FRET de una muestra positiva y negativa (Figura 

20b), lo cual no es óptimo para la detección de genes, por lo que se seleccionó la estequiometría de 

1:0.5 como la más adecuada. 

Figura 20. Caracterización de FRET a diferentes relaciones estequiometrias de RNPs. (a) Espectro de 

emisión de las muestras de DNA incubadas con los RNPs a distintas concentraciones, después de la excitación 

a 555 nm. En flecha negra se muestra el pico máximo de emisión de Atto550 y en flecha roja el de Cy5. (b) 
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Intensidad de FRET determinada por el cociente entre los picos de emisión de RNP-Cy5 y RNP-Atto550 

(λfl666nm/λfl555nm). Las barras de error representan la desviación estándar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033 

(*), 0.002 (**), < 0.001 (***). 

Para demostrar que podemos detectar el gen N con la estequiometría seleccionada, se 

realizó un ensayo con producto de PCR purificado correspondiente al DNA (+) y DNA (-). Se 

obtuvieron los espectros de emisión (Figura 21a) y cualitativamente se observó que el amplicón del 

DNA (+) presenta una disminución de fluorescencia en el pico de 575 nm y un aumento en el pico 

de 666 nm, lo que indicó una transferencia de energía entre los fluoróforos, pero esto también se 

observó en la muestra con DNA (-), aunque con un menor aumento en fluorescencia correspondiente 

al pico de 666 nm, lo que indicaría FRET residual e inespecífico. Para determinar qué producto de 

PCR presenta una mayor transferencia de energía, se calculó el índice de FRET (Figura 21b) y se 

confirmó que la muestra con DNA (+) presenta un valor de intensidad mayor. 

Figura 21. Detección de productos de PCR purificados mediante FRET. (a) Espectro de emisión de las 

muestras de DNA incubadas con los RNPs a una estequiometría de 1:0.5, después de la excitación a 555 nm. 

En flecha negra se muestra el pico máximo de emisión de Atto550 y en flecha roja el de Cy5. (b) Intensidad de 

FRET que confirma que en la muestra con el DNA (+) hay una mayor transferencia de energía entre los 
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fluoróforos. Las barras de error representan la desviación estándar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033 (*), 

0.002 (**), < 0.001 (***). 

Hasta este punto, la detección mediante fluorescencia se ha realizado con producto de PCR 

purificado, sin embargo, esto no es lo óptimo, ya que implica una hora adicional para el proceso de 

detección. Por consiguiente, se realizó el ensayo con 5 μL del producto de PCR sin purificar y se 

evidenció que en las muestras con el DNA (+) sigue existiendo una mayor transferencia de energía 

(Figura 22 a-b). Esto es ideal ya que si suman los tiempos de procesamiento de la muestra (30 

minutos de PCR, 30 minutos de incubación con los RNPs y 10 minutos de la lectura mediante 

fluorescencia) se obtiene un total de 70 minutos, estando por debajo del tiempo de métodos como la 

qPCR, que suele ser de hasta 4 horas o como la NGS que genera resultados en un total de 24 horas. 

Aunque es necesario hacer más experimentos para determinar la sensibilidad y especificidad en un 

número amplio de muestras distintas, además observamos que existe una menor significancia en 

los resultados obtenidos, por lo que las evidencias estadísticas de que existan diferencias se ven 

reducidas. 

Figura 22. Detección mediante FRET de productos de PCR sin purificar. (a) Espectro de emisión de las 

muestras de PCR sin purificar. (b) Intensidad de FRET para muestras de PCR sin purificar. Las barras de error 

representan la desviación estándar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), < 0.001 (***). 
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Para la detección de la región del gen N se calculó el índice de FRET, cuyo valor es útil para 

el análisis semicuantitativo dentro de un mismo experimento. En cambio, la eficiencia de 

transferencia (E) es un valor cuantitativo directamente relacionado a la distancia entre los fluoróforos,  

que indica la fracción de energía fotónica absorbida por el donador y que es transferida al aceptor, 

por ello, determinar su valor sería lo más adecuado (Berney C & Danuser G, 2003), pero para este 

sistema su cálculo es casi imposible, ya que las proteínas presentan más de un fluoróforo, una 

porción de fluoróforo no unido, y además no se tiene la seguridad de que todos los fluoróforos 

participen en el proceso de FRET. Asimismo, se ha reportado que los valores de E son mucho menos 

confiables cuando la proporción molar de donador a aceptor es menor de 1:1 (Shrestha D et al., 

2015), por lo que nuestra estequiometría de 1:0.5 sería un problema. 

Se demostró que este sistema de fluorescencia acoplado a PCR punto final puede detectar 

ácidos nucleicos de forma sencilla y en un tiempo relativamente corto (70 min), aunque con ciertas 

limitaciones, principalmente relacionado al cálculo del índice de FRET, cuyo valor es dependiente 

del instrumento de medición, por lo que una comparación directa entre diferentes índices de FRET 

será complicado (Berney C. & Danuser G., 2003). Para mejorar el sistema es necesario asegurar 

que cada proteína esté etiquetada con un solo fluoróforo, y que además presenten la suficiente 

flexibilidad que les permita una interacción más certera entre el fluoróforo donador y aceptor, de 

hecho esto ya se ha evaluado con dCas9 fusionado a proteínas fluorescentes como mCerulean3 

(Donador) y mVenus (Aceptor) y obtuvieron  valores de eficiencia de trasferencia que coinciden con 

la distancia estimada entre las dos regiones de DNA reconocidas por los RNP-mCerulean3 y RNP-

mVenus (Lim S. et al., 2020). Estas dCas9 fusionadas presentan un linker de aminoácidos que brinda 

flexibilidad a mCerulean3 y mVenus, por lo que para nuestro sistema proponemos etiquetar a dCas9 

con Atto550 y Cy5 unidas a maleimida mediante linkers como polietilenglicol (PEG), esto permitiría 

acercar ambos fluoróforos para que FRET sea más eficiente.  
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Método de detección basado en flujo lateral 

Al igual que la detección basada en fluorescencia, el enfoque de flujo lateral está acoplado 

al desarrollo previo de una PCR punto final, con la diferencia de que en este método los amplicones 

están biotinilados. Además, para la formación del complejo RNP-FAM utilizamos el crRNA-LFIA y la 

proteína dCas12a-FAM, cuya especificidad es similar a dCas9 (Wang Y et al., 2020) pero cuenta con 

una afinidad mayor; en el orden de fM, lo que podría mejorar el límite de detección. 

Para nuestro ensayo preliminar de detección, utilizamos producto de PCR purificado a una 

concentración de 100 nM, el cual se incubó con RNP-FAM a una concentración de 1 µM 

(estequiometría 1:10). Durante la incubación de las muestras, se formó el complejo RNP-FAM:     

DNA (+)-biotina, el cual se detectó mediante tiras de flujo lateral. Estas tiras presentan dos líneas de 

detección (Control y Test) que se hacen visibles durante la detección dependiendo si la muestra es 

positiva o negativa. La línea control (C) está recubierta con anticuerpos que capturan el anticuerpo 

anti-FAM conjugado a nanopartículas de oro (Au-NP), y verifica que la tira reactiva funcionó 

adecuadamente durante el ensayo experimental. La otra corresponde a la línea test (T), la cual está 

recubierta con estreptavidina, y que es capaz de capturar moléculas biotiniladas (Figura 9). La 

detección ocurre cuando la molécula capturada por la estreptavidina es reconocida por anticuerpos 

antiFAM-AuNP. En ambas muestras, DNA (-) o DNA (+) se visualizó claramente la banda de la línea 

control, en cambio solo para la muestra de DNA (+) se observó una banda en la línea T, aunque con 

baja intensidad. Esto indica que el complejo RNP-FAM:DNA (+)-biotina se unió a la estreptavidina 

presente en la línea T y que los anticuerpos antiFAM-AuNP lo reconocieron (Figura 23a). 

Posteriormente calculamos un cociente entre la intensidad de la señal colorimétrica de la línea T 

respecto a la C, confirmando que la intensidad de la banda para la muestra con DNA (+) es 

claramente mucho mayor que para la muestra con DNA (-) (Figura 23b). 
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Figura 23. Ensayo inicial de flujo lateral para la detección del gen N. (a) Ensayo de flujo lateral con producto 

de PCR purificado. La línea control (C) indicada con flecha negra está recubierta con anticuerpos que reconocen 

anticuerpos antiFAM-AuNP, en consecuencia, funciona como control experimental. La línea test (T), indicada 

con flecha roja, está recubierta con estreptavidina y captura los amplicones etiquetados con biotina. La muestra 

con DNA (-) presenta una sola banda correspondiente a la línea C, mientras que la muestra con el DNA (+) 

presenta dos bandas correspondientes a la línea T y C. (b) Análisis de intensidad colorimétrica (Test/Control) 

mediante el software ImageJ. Se calcula el número de pixeles para la región de interés (Test y control) y 

posteriormente se obtiene un cociente para determinar valores relacionados a la intensidad colorimétrica de la 

banda. La muestra con DNA (+) presenta una intensidad colorimétrica mayor que el DNA (-) 

Posteriormente, evaluamos diferentes concentraciones de producto de PCR purificado (DNA 

(+) o DNA (-)) y RNP-FAM, pero manteniendo constante la estequiometría molar en 1:1 (Figura      

24a). Esto se hizo para determinar si la intensidad de la línea T era dependiente de la concentración 

de DNA. Nos percatamos que la intensidad de la línea T correspondiente a la concentración de 1 µM 

de DNA (+) y 1 µM de RNP-FAM (Estequiometria 1:1) tiene un valor similar al de la señal generada 

por la concentración de 100 nM de DNA (+) y 1 µM de RNP-FAM (Estequiometría 1:10), esto nos 
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indicó que la intensidad de la banda es dependiente de la concentración de DNA y de una relación 

estequiométrica >1 y <10 respecto al RNP-FAM (Figura 24b).  

Figura 24. Caracterización de flujo lateral para diferentes concentraciones de DNA:RNP-FAM y 

estequiometría constante. (a) Ensayo de flujo lateral con producto de PCR purificado a diferentes 

concentraciones, pero con una estequiometría de 1:1 entre el DNA ya sea positivo o negativo, y el complejo 

RNP-FAM. (b) Análisis de intensidad colorimétrica (Test/Control) mediante el software ImageJ. Obsérvese que 

el DNA (+) a partir de la concentración de 750 nM de RNP-FAM se comienza a hacer visible la línea T, pero 

tiene una menor intensidad que la línea T correspondiente a la concentración 1 µM. En las muestras con DNA 

(-) solo se observó la línea C. 

En seguida, se realizó un ensayo en el que se aumentó la estequiometría, es decir 

manteniendo constante la concentración de DNA (+) a 100 nM y aumentando la concentración de 

RNP-FAM desde 1 hasta 5 µM (las estequiometrías evaluadas fueron 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 y 1:50). 

Se esperaba que la señal de la línea T aumentara, pero sucedió todo lo contrario, ya que se observó 

una disminución de la señal conforme se aumentaba la estequiometría (Figura 25a-b). Esta 

disminución en la señal posiblemente se deba a la agregación de los RNPs ocasionada por su alta 
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concentración, lo que impide su interacción con el DNA. Por lo que se determinó que la concentración 

adecuada de RNP-FAM para nuestros ensayos debe ser de 1 µM, ya que se observó que la 

intensidad de la línea Tes más elevada independientemente de si hay 100 nM o 1 µM de DNA. 

Figura 25. Caracterización de flujo lateral para diferentes estequiometrias de RNP-FAM y DNA (+) 

dejando la concentración de DNA constante. (a) Ensayo de flujo lateral con producto de PCR purificado 

correspondiente a DNA (+) con concentraciones crecientes de RNP-FAM. (b) Análisis de intensidad 

colorimétrica (Test/Control) mediante el software ImageJ.  

Finalmente, para validar este sistema realizamos un ensayo de detección con 5 µL de 

producto de PCR sin purificar y una concentración de RNP-FAM de 1 µM, en las cuales evaluamos 

tres condiciones: (1) DNA (-) (producto de PCR negativo) con RNP (+) (con un crRNA dirigido contra 

la secuencia del gen N), (2) DNA (+) (producto de PCR correspondiente a la región del gen N) con 

RNP (-) (con un crRNA dirigido contra una secuencia distinta) y (3) DNA (+) con RNP (+) (Figura 

26a). Como se esperaba, la muestra de DNA (-) no presentó ninguna señal en la línea T, ya que en 

la PCR punto final no se observó amplificación del control negativo por parte de los oligos (Figura 

18), por lo que una interacción entre el DNA y la RNP es inexistente. En la muestra con amplificación 
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del control negativo por parte de los oligos (Figura 18), por lo que una interacción entre el DNA y la 

RNP es inexistente. En la muestra con RNP (-) y la PCR con DNA (+) tampoco se observó ninguna 

señal en la línea T, esto indicaría que, aunque el DNA biotinilado se encuentre presente y esté unido 

a la estreptavidina no dará una señal colorimétrica por que el RNP no es capaz de reconocerlo. Esto 

confirma que efectivamente la banda de la línea T, correspondiente a las muestras con DNA (+) y 

RNP (+) es producto de una interacción específica entre la región del gen N y la RNP-FAM. Con 

estas condiciones se validó que se puede detectar de manera específica una región del gen N de 

SARS-CoV-2 al utilizar amplicones biotinilados y dCas12a etiquetado con FAM, aunque la intensidad 

de la señal observada en la tira es baja (Figura 26b).  

 

Figura 26. Validación de especificidad del sistema de flujo lateral. (a) Detección de productos de PCR sin 

purificar mediante flujo lateral. (b) Análisis de intensidad colorimétrica (Test/Control) mediante el software 

ImageJ. Las barras de error representan la desviación estándar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033 (*), 0.002 

(**), < 0.001 (***). 
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La principal desventaja de este sistema es que la intensidad de la señal en la línea T es baja 

comparada con las pruebas de antígeno y el sistema VIGILANT™. Este mismo comportamiento se 

observó en sistemas similares y lo asociaron a la composición del buffer de PCR (Marsic T et al., 

2021). Aunque esto se podría descartar, ya que aun en nuestros ensayos con producto de PCR 

purificado se observó una intensidad de señal baja, por ello, se asoció al patrón de etiquetado y a 

cuán expuesto al solvente se encuentran las moléculas de FAM para ser reconocidos por los 

anticuerpos antiFAM-AuNP. La proteína dCas12a en realidad presenta Cys poco expuestas (Figura 

27), y para demostrarlo obtuvimos los valores de ASA (del inglés, accessible surface area) que 

indican qué tan expuesto se encuentra un aminoácido al solvente. La Cys presenta un valor máximo 

de ASA (MaxASA) de 148-167 (Tien MZ. Et al., 2013), por ello, para que una Cys se considere 

expuesta deber tener un valor cercano a MaxASA. Dentro de dCas12a solo la Cys 334 presenta un 

valor de 62.09 que indica cierta exposición al solvente, mientras que las Cys restantes presentan 

valores que indican poca o nula exposición (Tabla 5). Esto explicaría la dificultad de los anticuerpos 

antiFAM-AuNP para reconocer los FAMs unidos a las Cys (suponiendo que estén etiquetadas), de 

ahí que la intensidad de la señal en la línea T se encuentre limitada. 

Figura 27. Cisteínas presentes en la proteína dCas12a (PDB 5B43).  En naranja se observan las Cys y en 

verde los demás residuos de la proteína. Los residuos de Cys están rodeados o forman parte de estructuras 

secundarias tipo alfa-hélice.  
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Tabla 5. Valores de ASA de las Cisteínas presentes en dCas12a 

Cisteínas Valor de ASA 

Cys65 0 

Cys205 13.05 

Cys334 62.09 

Cys379 38.42 

Cys608 2.14 

Cys674 34.56 

Cys1025 1.07 

Cys1248 9.36 

 

Para mejorar este sistema sugerimos etiquetar a la proteína con FAM unida a maleimida 

mediante un linker largo, por ejemplo, de polietilenglicol (PEG), que están disponibles 

comercialmente. La molécula de PEG es un poliéter de cadena larga que daría una mayor libertad a 

FAM, por lo que se encontrará expuesto para ser reconocido por los anticuerpos antiFAM-AuNP. 

Fuera de este inconveniente, se demostró la prueba de concepto de que se puede desarrollar un 

sistema de flujo lateral acoplado a PCR punto final para detectar ácidos nucleicos de manera sencilla 

y además lo podemos programar para reconocer cualquier secuencia de DNA. 
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Conclusiones 

• Las proteínas dCas9 y dCas12a se obtuvieron con un alto grado de pureza mediante la 

estrategia de Níquel-Heparina-SEC, demostrando que dicha estrategia reportada por Gao 

Y, Mohanraju P y colaboradores es más eficiente.   

• Se logró exitosamente el proceso de etiquetado de las proteínas dCas9 y dCas12a sin 

afectar las propiedades de los fluoróforos.  

• Se logró amplificar una región del gen N de SARS-CoV-2 de manera específica a partir de 

una concentración de 400 aM de DNA plasmídico y con un tiempo óptimo de 

aproximadamente 30 minutos. 

• Los crRNAs para el enfoque de fluorescencia que se diseñaron manualmente y analizaron 

in silico demostraron un reconocimiento altamente específico sobre una secuencia 

correspondiente al gen N. 

• Se demostró que se puede detectar una región del gen N mediante el fenómeno de FRET 

haciendo uso de CRISPR-dCas9 acoplado a PCR punto final en un tiempo aproximado de 

70 minutos, pero es necesario caracterizar especificidad y sensibilidad del sistema. 

• Se validó la prueba de concepto para detectar específicamente una región del gen N 

mediante un sistema de flujo lateral haciendo uso de CRISPR-dCas12a acoplado a PCR 

punto final en un tiempo aproximado de 75 minutos. 
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Perspectivas 

• Se plantea etiquetar a las proteínas con fluoróforos que presenten un linker flexible para 

determinar la eficiencia de FRET de manera confiable o facilitar el reconocimiento por parte 

de los anticuerpos antiFAM-AuNP en el sistema de flujo lateral. 

• Realizar más experimentos para determinar la especificidad y sensibilidad en un amplio 

número de muestras distintas, incluidas clínicas. 

• Diseñar crRNAs que permitan detectar las variantes predominantes de SARS-CoV-2 como 

Ómicron y sus subvariantes. 
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Anexo 

Mapas de los plásmidos de expresión de dCas9 y dCas12a 

Figura 28. Plásmido de expresión de dCas9 (SpCas9-pMJ806). Se indican las secuencias más 

representativas del plásmido como el gen de resistencia a kanamicina (KanR), el origen de replicación (ori) y el 

promotor T7. 
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Figura 29. Plásmido de expresión de Cpf1 (dCas12a). Se indican las secuencias más representativas del 

plásmido como el gen de resistencia a ampicilina (AmpR), el origen de replicación (ori) y el promotor T7. 
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Secuencia de nucleótidos de la región del Gen N 

 

Figura 30. Secuencia del gen N. Subrayado en azul se encuentra el sitio PAM para dCas9 mientras que 

subrayado en verde se encuentra el sitio PAM para dCas12a. Con flechas rojas inferiores se indica la región 

que es reconocida por los crRNAs de dCas9 y con flecha azul superior se indica la región que es reconocida 

por el crRNA de dCas12a. 
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Producción científica   

 

Durante la maestría participé en la realización de tres artículos relacionados al sistema CRISPR-

Cas.  

● El primero (Hernandez-Garcia A et al., 2022) consiste en una revisión sistemática que 

analiza de manera crítica los métodos basados en CRISPR-Cas y amplificación 

isotérmica para detectar SARS-CoV-2.  

● El segundo (Torres-García E et al., 2022) presenta un algoritmo que extiende la 

resolución hasta nanómetros (superresolución) mediante microscopia de fluorescencia 

convencional. Contribuí a la producción de los componentes (dCas12a, crRNAs, DNA 

objetivo) para una nanoregla de CRISPR/dCas12a que sirvió para validar el algoritmo. 

También obtuve las imágenes correspondientes a la microscopia de fuerza atómica 

(AFM) que muestran la distancia entre cada complejo dCas12a unido al DNA de manera 

específica.  

● El tercero (Morales-Moreno Melissa D et al., 2023) demuestra que el efecto sinérgico de 

múltiples crRNAs acelera el proceso de detección de SARS-CoV-2 mediante CRISPR-

Cas12a acoplado a LAMP. Contribuí a demostrar que la combinación de crRNAs escinde 

de manera más eficiente y rápida un DNA plasmídico que tiene el gen N de SARS-CoV-

2. 
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