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1 RESUMEN 

La pandemia por la enfermedad del coronavirus (COVID-19) ha impulsado el desarrollo 

de nuevos métodos de detección para el beta coronavirus tipo 2 causante del síndrome 

respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) entre ellos destaca el sistema CRISPR-Cas, 

que gracias a su actividad de endonucleasa se puede detectar ácidos nucleicos. 

Particularmente, el sistema CRISPR-Cas12a, debido a su actividad colateral trans, que 

consta en cortar DNA monocatenario de manera indiscriminada una vez que reconoce y 

corta el DNA objetivo. Esta actividad puede ser aprovechada para detectar el DNA 

objetivo mediante fluorescencia, empleando DNA monocatenario unido a un fluróforo y 

quencher. Esta característica lo convierte en una herramienta prometedora para el 

diagnóstico del SARS-CoV-2, ya que, debido también a su alta sensibilidad, especificidad 

y rapidez podría incluso competir con la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

con transcriptasa reversa (RT-qPCR) para la detección temprana del virus. No obstante, 

para mejorar su sensibilidad y velocidad, se requiere optimizar este sistema.  

En este proyecto, se optimizaron parámetros como la temperatura, relación 

estequiométrica gRNA: Cas12a, además de probar diferentes tipos de amortiguadores y 

aditivos, estableciendo así las condiciones optimizadas. Dichas condiciones incluyeron 

una temperatura de detección de 65ºC, en amortiguador 2 de acetatos con polietilenglicol 

8000 (PEG 8000), manteniendo la relación 1:1 del gRNA:Cas12a. Esto permitió mejorar 

la señal de detección y sensibilidad del sistema CRISPR-Cas12a para el gen N del SARS-

CoV-2, aumentando la velocidad de reacción de detección (fluorescencia/min) hasta diez 

veces más en comparación con las condiciones originales, logrando así mejorar la 

eficiencia del sistema. 
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2 INTRODUCCIÓN  

En diciembre del 2019 un brote de beta coronavirus tipo 2 causante del síndrome 

respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) el agente causal de la enfermedad del 

coronavirus (COVID-19) que fue descrito por primera vez en Wuhan China1, el cual 

desató una pandemia a nivel mundial dejando cerca de 7 millones de muertes junto con 

más de 767 millones de casos confirmados reportados hasta la fecha del 7 de junio del 

2023 de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS).2 

El 5 de mayo del 2023 la OMS declaro que la COVID-19 dejó de ser considerado 

“una emergencia de salud pública de preocupación internacional”, esto debido al 

incremento de la inmunización en la población por las vacunas y a una disminución de la 

tasa de mortalidad.3 Sin embargo la OMS recomienda no disminuir las medidas de 

contención, entre ellos los métodos de diagnóstico, los cuales siguen siendo necesarios 

para la detección temprana, junto con un tratamiento oportuno, así como un control de la 

propagación de la enfermedad. 4,5 

Hasta ahora, la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa 

reversa (RT-qPCR, del inglés Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction), es el método estándar recomendado por el centro para el control y prevención 

de enfermedades (CDC, del inglés Center for Disease Control and Prevention) para 

detectar el virus del SARS-CoV-2 causante de la COVID-19, sin embargo, requiere un 

equipo costoso, personal altamente capacitado, procesos de detección de varias horas 

(aprox 2.5 h), entre otros, por lo que se han empezado a desarrollar otros métodos, como 

el sistema de proteínas asociadas a repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 

regularmente Inter espaciadas (CRISPR-Cas), del inglés Clustered Regularly Interspaced 
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Short Palindromic Repeats-CRISPR-associated proteins, para la detección de COVID-

19. 6,7 Los sistemas CRISPR-Cas, por su función de endonucleasa inespecífica activada 

por reconocimiento de secuencias específicas, son actualmente utilizados para la 

detección de ácidos nucleicos, entre ellos para la detección de SARS-CoV-2.5 

  Actualmente el sistema CRISPR asociado a proteína Cas12a (CRISPR-Cas12a) 

está bien establecido como método de detección8, sin embargo, aún es necesario 

optimizar los parámetros del sistema CRISPR-Cas, tales como concentración de 

reactivos, amortiguador y temperatura de reacción para mejorar su sensibilidad y 

velocidad.9,10 

Es por ello que el proyecto tiene como objetivo optimizar parámetros tales como 

temperatura de reacción de detección, tipo de amortiguador de reacción, y la relación 

estequiométrica entre la proteína asociada a CRISPR (Cas) y el RNA guía (gRNA) 

también llamado RNA CRISPR (crRNA), con el fin de mejorar la sensibilidad, así como la 

señal, el tiempo y la velocidad de detección del sistema CRISPR-Cas12a, en particular 

para el gen que codifica a la nucleocápside (gen N) del virus SARS-CoV-2.8 
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3 ANTECEDENTES 

3.1 El virus del SARS-CoV-2 

El virus causante de la COVID-19, el SARS-CoV-2 pertenece a la subfamilia de 

Coronaviridae y su genoma consta de una cadena positiva de RNA (+ssRNA) de 29.9 kb, 

que comprenden de 14 marcos abiertos de lectura (ORFs) que codifican, entre otras, a 

16 proteínas no estructurales (ns) encargadas de la formación de la replicasa, y a cuatro 

proteínas estructurales que son responsables del ensamblaje del virión y también 

participan en la supresión del sistema inmune del huésped,11,12 por ejemplo 

nucleocápside (N), espiga (S), membrana (M) y la de envoltura (E) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Entre los coronavirus, el gen N se conserva altamente y es una de las proteínas 

estructurales más abundantes en las células infectadas por el virus,13 además de ser el 

gen recomendado por la CDC para la detección del SARS-CoV-2.14 La principal función 

de la proteína N es empaquetar el RNA del genoma viral y participar en el ensamblaje del 

Figura 1. Estructura y genoma del SARS-CoV-2. El genoma del virus (ssRNA+) codifica a proteínas 
no estructurales (pp1a y pp1ab) y estructurales (S,N,M, y E ) y accesorias. Obtenido y modificado en 
Biorender 2023. 
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virión a través de sus interacciones con el genoma y la proteína de membrana. 

Adicionalmente está demostrado que la proteína N está involucrada en la inhibición del 

interferón, la interferencia del RNA y la apoptosis del huésped y desempeña un papel 

regulador en los ciclos de vida virales. Además de ser también un antígeno 

inmunodominante en las respuestas inmunes del huésped que puede usarse como 

antígeno e inmunógeno de diagnóstico.13 

3.2 El sistema CRISPR-Cas como método de detección del SARS-CoV-2 

Los sistemas CRISPR-Cas son mecanismos de defensa presentes en bacterias y 

arqueas que evitan la invasión de ácidos nucleicos extraños (p. ej. fagos) y funcionan 

reconociendo y cortando estos ácidos nucleicos a través de una ribonucleoproteína 

(RNP), compuesto por una proteína Cas con actividad de endonucleasa guiada por un 

gRNA (crRNA o gRNA) hoy en día son una herramienta bien establecida para la edición 

genética, sin embargo también se han empleado para la detección de ácidos nucleicos.5 

Particularmente los sistemas CRISPR-Cas de clase 2, como CRISPR-Cas9, Cas12, 

Cas13 y Cas14 son los más utilizados en el diagnóstico ya que solo necesitan de una 

única proteína Cas para el reconocimiento y la escisión de la secuencia objetivo, 

especialmente Cas12, Cas13 y Cas 14 se utilizan para este fin, ya que a diferencia de 

Cas9, además de cortar la secuencia objetivo de manera específica (corte cis), también 

cortan DNA de cadena sencilla (ssDNA) próximo (Cas12a y Cas14) o RNA de cadena 

sencilla ssRNA (Cas13) a través de una actividad de corte trans.5 

 Actualmente, la RT-qPCR secuenciación, y las pruebas serológicas, son las que 

se emplean para la detección del SARS-CoV-2,5 sin embargo presentan algunas 

limitaciones como la baja especificidad y sensibilidad para las pruebas serológicas,15,16 
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así como el requerimiento de equipos costosos, personal capacitado y prolongado tiempo 

de respuesta, el cual puede extenderse a más de 24 h (debido a la recolección, 

transporte, procesamiento y análisis de la muestra) para la RT-qPCR.15 Es aquí donde 

entran los sistemas CRISPR, ya que abren una gran variedad de oportunidades para el 

desarrollo de métodos de diagnóstico rápidos, baratos, accesibles confiables y 

específicos.15,17  

 La pandemia de la COVID-19 impulsó la investigación para el desarrollo de nuevos 

métodos de diagnóstico basadas en CRISPR-Cas para detectar el SARS-CoV-2, los 

cuales junto al trabajo sinérgico de un método de amplificación del RNA isotérmica, como 

RT-LAMP (Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification) puede 

competir con el estándar de oro RT-qPCR en cuanto a sensibilidad y especificidad.7 

Hasta la fecha, se han desarrollado varios métodos de detección para el SARS-

CoV-2 basados en CRISPR-Cas, entre las que se encuentran SHERLOCK (Specific High-

Sensitive Enzymatic Reporter Unlocking), DETECTR (DNA Endonuclease-Targeted 

CRISPR Trans Reporter) y VaNGuard (Variant Nucleotide Guard).5 En donde, el primero 

emplea la proteína Cas13 que usa RNA como blanco, mientras que las últimas dos 

utilizan Cas12 y DNA de doble cadena (dsDNA) como sustrato.16,18 Cabe destacar que la 

Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA, del inglés Food and Drug 

Administration) aprobó el sistema SHERLOCK para su uso de emergencia durante la 

pandemia de la COVID-19.19  

Los métodos más exitosos de CRISPR-Cas pueden detectar hasta 2.5 copias 

virales por reacción en muestras clínicas con 100% de sensibilidad y especificidad y 

pueden dar resultados en 30-40 minutos (incluyendo la preparación del RNA).7  
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3.3 Sistema CRISPR-Cas12a 

Los sistemas CRISPR-Cas se componen de un complejo de ribonucleoproteínas (RNP) 

que consta de una proteína Cas (Figura 2 y 3) y un RNA CRISPR (crRNA), también 

llamado RNA guía (gRNA) el cual contiene información para hibridar con una secuencia 

específica del DNA de interés, para ello la proteína Cas necesita reconocer previamente 

un motivo adyacente al protoespaciador (PAM, del inglés Protospacer Adyacent Motif) el 

cual es adyacente a la secuencia objetivo para abrir la doble cadena de DNA (Figura 2).20 

Para Cas12a la secuencia PAM es 5’ TTTV 3’, donde V es cualquier nucleótido diferente 

a timina como adenina, citosina o guanina.20 

 

Figura 2. Estructura general de la proteína cas12a de Acidamincoccus (AsCas12a-crRNA- 
DNA objetivo. A) Organización de los dominios de la proteína. B) interacción del RNA CRISPR 
o RNA guía (crRNA o RNA) con el DNA blanco, en donde la hebra objetivo (TS) y la hebra no 
objetivo (NTS) del DNA objetivo. C) y D) son representaciones del complejo AsCas12a-crRNA- 
DNA objetivo. Obtenido de Yamano T, et al.21 
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Una vez que la proteína Cas12a ha sido activada por la previa hibridación del 

gRNA con el DNA blanco de doble cadena y su consecuente corte (actividad cis), la 

proteína Cas12a comienza a cortar indiscriminadamente DNA de cadena sencilla 

(ssDNA) (actividad trans) como se muestra en la Figura 3. Esta actividad colateral trans 

hace a la Cas12a una herramienta molecular útil para la detección genética.4 Se 

aprovecha la actividad colateral trans de la proteína cas12a al emplear una secuencia de 

DNA monocatenario unido a un fluróforo y quencher para detectar al DNA objetivo de 

doble cadena vía fluorescencia4 (Figura 4). La cual puede ser leída por lectores de placa 

de fluorescencia, termocicladores de tiempo real, fluorimetría, o por medio de 

transiluminadores portátiles UV/azul para la detección a simple vista o con la luz de los 

teléfonos celulares7 o por medio de tiras de flujo lateral si la sonda se conjuga a un 

antígeno (fluoresceína o FAM) y biotina, en el que se visualiza con la aparición de una 

línea en la tira.7 

Figura 3. Sistema CRISPR-Cas12a. El complejo ribonucleoproteico (RNP) que consta de un 
RNA guía (gRNA) unida a la proteína asociada a CRISPR 12a (Cas12a), se une al DNA blanco 
para activarse y ejercer su actividad de corte cis y trans. Para ello, as12a reconoce previamente 
un motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que se compone de tres timinas (T) y cualquier 
otro nucleótido diferente a timina (V), el cual es adyacente a la secuencia objetivo para poder 
abrir la doble cadena de DNA .Creado en Biorender 2023 
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Figura 4. Detección con el sistema CRISPR asociado a proteína Cas12a (CRISPR-Cas12a). 
Mediante fluorescencia se puede visualizar la actividad colateral trans, señal que se produce por 
el reconocimiento y corte del DNA blanco. El complejo ribonucleoproteico (RNP) que consta de 
un RNA guía (gRNA) unida a la proteína Cas12a, se une al DNA blanco para activarse y ejercer 
su actividad de corte cis y trans. Para ello, previamente la proteína cas12a reconoce la secuencia 
PAM, que consta de tres timinas (T) y cualquier otro nucleótido diferente a timina (V), para poder 
abrir la doble cadena de DNA. Creado en Biorender 2023 

 

El método para detectar el virus del SARS-CoV-2 consta generalmente de 5 pasos; 

1) recolección de la muestra, 2) purificación del RNA viral, 3) amplificación isotérmica de 

la secuencia de interés, 4) reconocimiento del DNA blanco y generación de la señal por 

el sistema CRISPR-Cas12a y 5) lectura de la señal.7,8 Actualmente el sistema CRISPR-

Cas12a está bien establecido, sin embargo para su aplicación clínica adecuada se 

necesitan mejorar factores importantes involucrados en el proceso de detección.7 Con 

sólo optimizar los parámetros de detección del sistema CRISPR como concentración de 

reactivos, amortiguador y temperatura de reacción, se podría mejorar la sensibilidad del 

método y reducir el tiempo necesario para detectar una señal. 9,10 

Adicionalmente, el empleo de gRNA múltiples que hibridan en diferentes regiones 

del DNA blanco, conlleva a la activación de múltiples complejos RNP (gRNA-Cas12a) al 

mismo tiempo y con ello el aumento de la actividad colateral trans, lo que se traduce a un 

aumento en la señal de la fluorescencia mejorando la especificidad así como la 
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sensibilidad del sistema.22 Es por ello que para la optimización del sistema de detección 

se empleará el sistema CRISPR-DUAL (Figura 5) en el que se usan dos gRNAs diferentes 

denominados N1 y N3 para detectar la del gen N del SARS-Cov-2, el cual ha demostrado 

mejorar la actividad colateral trans hasta 4.5 veces junto con la sensibilidad, en 

comparación del uso de un solo gRNA (N3), logrando detectar hasta menos de 10 copias 

virales del gen N del SARS-CoV-2 después de una pre-amplificación con RT-LAMP. 8 

Por todo lo anterior, el proyecto tiene como objetivo optimizar parámetros como la 

temperatura de reacción de detección, tipo de amortiguador de reacción y la 

concentración de reactivos (proteína y gRNA) con el fin de mejorar la sensibilidad, así 

como la señal, el tiempo y la velocidad de detección del sistema CRISPR-Cas12a para 

el gen N del virus del SARS-CoV-2 con los gRNA múltiples. 

Figura 5. CRISPR-DUAL. El empleo de gRNA múltiples (N1 y N3) en dos regiones diferentes del 
DNA blanco (Gen N del SARS-CoV-2) activa múltiples complejos ribonucleoproteicos (RNP) que 
consta de un RNA guía (gRNA) unida a la proteína Cas12a, aumentando así la actividad colateral 
trans. Creado en Biorender 2023. 
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3.3.1 Temperatura de detección  

La proteína Cas12a se emplea usualmente a 37ºC, ya que es la temperatura óptima de 

la actividad catalítica de la mayoría de las proteínas Cas12a. En un estudio con LbCas12a 

(Lachnospiraceae bacterium) se encontró que la temperatura de reacción tiene efecto 

sobre la eficiencia de esta, en donde a altas temperaturas se incrementa la velocidad de 

reacción y también se mejora la actividad colateral trans, siendo a 45ºC donde mejor se 

desempeña.23 

Estudios previos de estabilidad térmica de la proteína Cas12a, particularmente la 

procedente de Acidaminococcus sp, (AsCas12a), han demostrado que en su forma apo 

(sin gRNA) tiene una temperatura de fusión (Tm) de 40ºC, mientras que al formar el RNP 

con el gRNA, su estabilidad térmica aumenta, llegando a presentar una Tm aproximada 

de 49 y 54ºC, según dos estudios diferentes en el que emplearon distintas secuencias de 

gRNA,24,25 (Figura 6). 

  
Figura 6. Estudios de estabilidad de la proteína Cas12a. Estabilidad de la proteína Cas12a 
sin gRNA (Apo) y con gRNA (RNP). El despliegue de la proteína de ambos experimentos fue 
medido mediante nanofluorometría de barrido diferencial NanoDSD. La grafica muestra diferentes 
ortólogos de la proteína Cas12a; provenientes de la bacteria Lachnospiraceae (Lba), Francisella 
tularensis (Fno) y Acidaminococcus sp (Asp) metagenoma de compost (Cme), y de Yellowstone 
(Yme) En donde el punto de inflexión o Tm de la curva de fluorescente se interpreta como el punto 
de despliegue de la proteína. En el que se observa que la AsCas12a en forma apo se despliega 
a 40 °C mientras que RNP a ~ 54° C. Obtenido de Fuchs RT, 2022.24 
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Por otro lado, la AsCas12a presentó mayor actividad de corte cis entre 41-46ºC 

después de haberse formado el complejo RNP a 25ºC (Figura 7) y todavía muestra 

actividad de corte trans a 50ºC después de haber incubado previamente el RNP a esa 

misma temperatura por 2 minutos.24 Es por ello por lo que para la optimización se planea 

hacerlo a temperaturas mayores a 37ºC. 

 

Figura 7. Se muestra la actividad cis por diferentes ortólogos de la proteína Cas12a (Lba, 
Asp, Fno, Cme y Yme), mediante la fracción de corte del DNA objetivo de doble cadena 
(dsDNA) a distintas temperaturas de reacción de 15-68ºC, tras la formación del RNP 
(Cas12a-gRNA) a 25ºC. La intensidad del color rojo en el mapa de calor muestra el grado de 
escisión del dsDNA objetivo por diferentes ortólogos de la proteína Cas12a, incluyendo la 
procedente de Acidaminococcus sp, (Asp) a diferentes temperaturas de reacción. Estos niveles 
se evaluaron mediante ensayos in vitro que contenían dsDNA marcados con fluoresceína en 5'. 
Se observa que la “Asp” presenta mayor corte de escisión cis entre 41.2-46.4ºC.Obtenido de 
Fuchs RT, 2022.24 

 

3.3.2  Relación AsCas12a: gRNA 

La relación estequiométrica de la proteína Cas12a:gRNA para formar el complejo de RNP 

es de 0.07-17.5, siendo de 1:1 la más frecuentemente utilizada.7 Estudios han observado 

que el exceso en la concentración de gRNA y el DNA blanco puede inhibir ligeramente la 

actividad de corte de la proteína Cas12a.26  

Por otra parte, y de acuerdo con Li et al. (2021),27 la AsCas12a presenta actividad 

de saturación cuando la relación de Cas12a: gRNA es entre 1:0.5-1:10, y no hay una 
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diferencia en el aumento en la señal de fluorescencia al incrementar la concentración de 

gRNA, sin embargo, se planea optimizar la relación Cas12a:gRNA en nuestro sistema 

que emplea el CRISPR-DUAL para ver si existe una relación de AsCas12a:gRNA en el 

que presente mejor señal en la detección.  

3.3.3  Amortiguador de reacción  

Un amortiguador de reacción puede mejorar la sensibilidad del sistema CRISPR-Cas12a 

debido a variables como el catión divalente (Mg2+ o Mn2+), así como el empleo de aditivos 

como Polietilenglicol (PEG), glicerina y tritón X-100, y el pH de la reacción. 28 

Se ha visto que amortiguadores comerciales de New England Biolabs como el 

NEB 2.1, NEB 3.1 y especialmente el CutSmart mejoran la detección mediante 

fluorescencia del sistema CRISPR-AsCas12a para el gen N, esto debido a que contienen 

100 µg/mL de Albumina Sérica Bovina (BSA) y un pH de 7.9. 27 Adicionalmente se ha 

encontrado que la BSA mejora la sensibilidad del sistema CRISPR-Cas12a junto con la 

L-prolina (0.2-1 M), la cual tiene un efecto protector sobre la proteína cas12a y la BSA 

contra condiciones desfavorables como cambios abruptos de temperatura 

(calentamiento, ciclos de congelación y descongelación). 29  

Actualmente se emplea el amortiguador NEB 2.1 para la detección, por lo que se 

probará el amortiguador CutSmart, y otros amortiguadores que resumió Miao Qiu9 citados 

en la Tabla 1, para determinar si funcionan mejor que el que se usa actualmente, así 

como el empleo de aditivos anteriormente mencionados. 
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Tabla 1. Amortiguadores no comerciales reportados para la reacción de detección con 
LbCas12a Obtenido de Miao Qiu, 2022.9 

Amortiguador 1 30 50mM Tris(hidroximetil)aminometano clorhidrato (Tris–HCl), 

100mM NaCl, 10 mM MnSO4, 100 µg/mL Albumina sérica 

bovina (BSA), pH 7.9 

Amortiguador 2 23 10 mM Tris–HCl, 10 mM NaCl, 15 mM MgCl2, 1 mM Ditiotreitol 

(DTT), 5% Polietilenglicol 200 (PEG-200), pH 9.0  

 

Amortiguador 3 26 40 mM Tris–HCl, 6 mM MgCl2, 1 mM Ditiotreitol (DTT), 2 mM 

Espermidina, 40 mM Glicina 4% Polietilenglicol 20000 (PEG-

20000), 0.001% Triton® X-100, pH 8.5 
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

El sistema CRISPR-Cas12a presenta un enorme potencial como método de diagnóstico 

del SARS-CoV-2. Su alta sensibilidad, especificidad y rapidez lo convierten en una 

herramienta invaluable para la detección temprana del virus, permitiendo un control más 

efectivo de la pandemia. Sin embargo, para que este método pueda ser utilizado de forma 

eficaz en el diagnóstico masivo de pacientes, es crucial optimizar las condiciones de 

reacción en cuanto a concentración de gRNA-Cas12a, temperaturas de incubación y 

tipos de amortiguadores . 

5 HIPÓTESIS 

Si se optimizan las condiciones del sistema como concentración, temperatura de 

incubación y amortiguador de reacción, entonces se podrá mejorar la eficiencia y 

sensibilidad del método, así como el tiempo de análisis. 

6 OBJETIVO GENERAL  

Optimizar las condiciones de detección del virus del SARS-CoV-2 con el sistema 

CRISPR-Cas12a. 

6.1 Objetivos particulares  

• Optimizar la temperatura de detección de la reacción con CRISPR-Cas12a. 

• Optimizar las concentraciones de los componentes que participan en la detección 

con CRISPR-Cas12a (gRNA:Cas12a). 

• Optimizar el amortiguador de reacción para la detección con CRISPR-Cas12a. 

• Determinar el LoD (Limit of Detection) del sistema optimizado con pDNA (DNA 

plasmídico) del gen N del SARS-CoV-2. 
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7 METODOLOGÍA 

7.1 Materiales 

7.1.1  Proteína AsCas12a 

La proteína Ascas12a ya se encontraba purificada y lista para usar. El primer y 

segundo lote de proteína fue producido por Morales-Moreno(2023).8 Con una 

concentración final de 3.467 mg/mL y 4.544 mg/mL respectivamente. A grandes rasgos, 

la AsCas12a fue expresada y producida en Escherichia coli BL21(DE3) a partir del 

plásmido pMBP-AsCas12a, y purificado mediante cromatografía de afinidad por Ni2+, 

intercambio iónico con columna de heparina y exclusión molecular.  

7.1.2 Producción y purificación del DNA plasmídico del gen N del SARS-

CoV-2. 

El plásmido pET-28a-SARS-CoV-2 (Figura 21) que contiene el gen N fue donado por el 

laboratorio LANGEBIO, Cinvestav, Irapuato. Se transformaron bacterias competentes de 

Escherichia coli DH5α por choque térmico, para ello se mezclaron 200 μL de las células 

competentes con 1 μL del plásmido y se incubó en hielo por 5 minutos, y posteriormente 

a 42°C por 30 segundos e inmediatamente se incubó otra vez en hielo por 3 minutos. Se 

agregaron 200 μL de medio Luria-Bertani (LB) y se incubó por 1 hora a 37°C y 200 rpm. 

Se esparció las bacterias transformadas en el medio solido LB-Kanamicina 1% y se 

incubo toda la noche a 37°C. Se selecciono una colonia del cultivo de células 

transformantes y se sembró por estría en una placa de agar al 1% de LB+ Kanamicina y 

se incubó por 12 horas a 37ºC. De la misma colonia seleccionada se inoculó en 5 mL de 
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medio LB+ Kanamicina y se dejó incubar con agitación a 37ºC toda la noche. Finalmente 

se purificó el plásmido mediante el Kit ZymoPure plasmid Miniprep y se cuantificó su 

concentración con un Nanodrop. 

7.1.3  Obtención del gRNAs y sonda reportera 

Los gRNAs fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) Estos se 

encontraban liofilizados y se disolvieron en agua Mili Q® (MQ) estéril para tener una 

concentración de 100 µM y fueron almacenados a -80ºC. Las secuencias de los gRNAs 

fueron diseñadas por Melissa Morales (2022)8 

Tabla 2.Secuencia de los RNA guía (gRNA) N1 y N3 empleados para la detección del 
gen N que codifica a la nucleocápside del SARS-CoV-2.8 Donde G=Guanina, U=uracilo, 

A= adenina y C=Citosina  

gRNA Secuencia (5’→3’) 

N1 GUGGACCCUCAGAUUCAACU 

N3 CCCCCAGCGCUUCAGCGUUC 

La sonda 5 ́- / 56-FAM / TTATTATT / 3BHQ_1/-3 ́/, fue sintetizada por IDT 

7.2 Reacción de detección  

Para la formación del RNP se pre-incubó 200 nM de AsCas12a con 200 nM de crRNA 

(gen N1 y N3) en amortiguador 1x de NEB 2.1 y un volumen de reacción de 25 µL por 20 

minutos a 37ºC. Posteriormente se añadieron 250 nM de sonda 56-FAM, seguido de 5 

nM de DNA plasmídico. La reacción se colocó en una microplaca de 384 pocitos para 

fluorescencia y se leyó durante 1 hora a 37ºC en el lector Multi-Modal con captura de 

imágenes celulares (Cytation 5), (Figura 8). 
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Figura 8. Metodología de la detección del DNA plasmídico (pDNA) del gen N del SARS-CoV-
2 mediante detección con CRISPR-CAS12a. En los recuadros azules se indican las condiciones 
originales del protocolo y en los recuadros rosas se indican las variaciones para realizar la 
optimización. Creado en Biorender 2023. 

7.3 Optimización de la temperatura de detección  

La formación del RNP y la reacción se realizó como se describió con anterioridad a 

diferentes temperaturas de detección en el Cytation de 30-65ºC con variaciones de 7ºC 

y en cada temperatura de estudio se corrió control positivo, negativo y plásmido y se 

realizó por triplicado. Para ello, se pre-incubó la placa a la temperatura de estudio antes 

de agregar la reacción, esto con el fin de evitar variaciones en la temperatura. 

7.4 Relación Cas12a:gRNA 

Para la formación del RNP se pre-incubaron 200 nM de AsCas12a con diferentes 

concentraciones de crRNA del gen N1 +N3 (50, 100, 150, 200, 500 y 1000 nM) en 1x de 

amortiguador NEB 2.1 y un volumen de reacción de 25 µL por 20 minutos a 37ºC. 
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Posteriormente, se añadieron 250 nM de sonda 56-FAM, seguido de 5 nM de DNA 

plasmídico. La reacción se colocó en una microplaca de 384 pocitos para fluorescencia 

y se leyó durante 1 hora a 55 ºC en el lector multi-modal con captura de imágenes 

celulares (Cytation 5) 

7.5 Amortiguador de reacción  

Para preparar los amortiguadores se tomaron como referencia los resumidos por Miao 

Qiu,9 con una la diferencia de que al amortiguador 2 no se le agregó PEG y se ajustó el 

pH a 8.8 por error y de que al amortiguador 3 se le añadió PEG-8000 en vez de PEG 

20000. La Tabla 3 presenta los amortiguadores que se prepararon a 10x en agua Milli Q 

(MQ) estéril y que se probaron como punto de partida a los siguientes experimentos. 

Dichos amortiguadores se esterilizaron con filtros de 0.22 µm.  

Tabla 3. Composición de los amortiguadores probados a 1x en la reacción de detección. 

Component
es 

Amortiguad
or 1 

Amortiguad
or 2 

Amortiguad
or 2 de 

acetatos 
Amortiguador 3 

Amortiguador 
LAMP 

NEB 2.1 CutSmart 

pH 7.89 8.8 8.8 8.6 8.8 7.9 7.9 

Tris-HCl 50mM 10 mM  40 mM 20 mM 10 mM  

Tris-acetato     10 Mm   20 mM 

NaCl 100 mM 10 mM    50 mM  

Acetato de 
sodio 

  10 mM     

Acetato de 
potasio 

      50 mM 

MgCl2  15 mM  6 mM  10 mM  

Acetato de 
magnesio 

  15 mM    10 mM 

MgSO4     2 mM   

MnSO4 10 mM       

Albumina 
Sérica 
Bovina(BS
A) 

100 µg/mL     100 µg/mL 100 µg/mL 

Ditiotreitol 
(DTT) 

 1 mM 1 mM 1 mM    

Otros     • 2 mM 
Espermidina, 

• 40 mM 
Glicina, 

• 4% PEG-
8000, 0.001% 
Tritón® X-100 

• 10mM 
(NH4)2SO4 

• 50 mM KCl, 

• 0.1%Tween 
20 
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A fin de optimizar el amortiguador de reacción, se formó del RNP se pre-incubando 

200nM de AsCas12a con 200 nM de crRNA (gen N1 y N3) en cada uno de los diferentes 

amortiguadores mencionados en la tabla, en un volumen de reacción de 25 µL por 20 

minutos a 37ºC. Luego, se añadieron 250 nM de sonda 56-FAM, y posteriormente 5 nM 

de DNA plasmídico. La reacción se colocó en una microplaca de 384 pocitos para 

fluorescencia y se leyó durante 1 hora a 37ºC y 65ºC en el lector multi-modal con captura 

de imágenes celulares (Cytation 5). 

7.5.1 Aditivos 

Se prepararon los siguientes aditivos en agua MQ estéril a concentración 10x respecto a 

la reacción de detección, y se esterilizaron con filtros de 0.22 µm. 

Tabla 4. Concentración de aditivos probados en la detección con CRISPR-Cas12a 

Concentración  Aditivo  

2 mM Espermidina 

2 mM MgSO4 

40 mM Glicina 

0.5 M Betaína 

4% Polietilenglicol 8000 

(PEG 8000) 

0.001% Tritón x100 

1 mM MnCl2 

 

7.6 Límite de detección (LoD) 

Se formó el RNP pre-incubando 200 nM de AsCas12a con 200 nM de crRNA (gen N1 y 

N3) en 1x de amortiguador 2 de acetatos, 4 % PEG 8000 y en un volumen de reacción 

de 25 µL por 20 minutos a 37ºC. A la par, se realizaron diluciones seriadas 1/10 del DNA 

plasmídico de 5 nM hasta 50 fM. Al finalizar la incubación del RNP se añadieron 250 nM 

de sonda 56-FAM, y posteriormente se añadió el DNA plasmídico y se colocó la reacción 

en una microplaca de 384 pocitos para fluorescencia y se leyó durante 1 hora a 37ºC en 

el lector multi-modal con captura de imágenes celulares (Cytation 5). 
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7.7 Análisis estadístico 

Los ensayos de detección se realizaron por triplicado y se representan con su media y 

desviación estándar. La significancia estadística entre las medias se analizó con el 

software GraphPad Prism 9.4.1 empleando ANOVA de una vía, y para las pruebas Post 

Hoc se empleó comparación múltiple con Tukey y Dunnett con α=0.05. 
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8 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

8.1 Optimización de la temperatura de detección 

Para que la proteína Cas12a realice su actividad colateral primero debe formar el RNP 

(gRNA-Cas12a). Después, la proteína experimenta cambios conformacionales que le 

permiten buscar y reconocer la secuencial PAM en el DNA blanco. Una vez reconocida, 

la proteína separa las cadenas del DNA y facilita la hibridación con el gRNA, activando el 

sitio catalítico de endonucleasa y ejerciendo su actividad cis cortando las hebras el DNA 

blanco. Seguidamente, el sitio catalítico de la proteína Cas12a permanece activo y corta 

DNA inespecífico de cadena sencilla.31 Para medir la actividad trans de la proteína 

Cas12a mediante fluorescencia, se utiliza DNA de cadena sencilla unida a un fluoróforo 

y un quencher, siempre y cuando la proteína Cas12a haya reconocido y cortado 

previamente al DNA blanco.  

Para la optimización de la temperatura se preparó suficiente RNP para realizar la 

detección a diferentes temperaturas de incubación, desde 30º hasta 65ºC con 

incrementos de 7ºC (Figura 9A). En la gráfica se puede observar una mejora en la señal 

de fluorescencia y una reducción en el tiempo de detección, dependiente del incremento 

de la temperatura.  

De acuerdo con lo reportado por Fuchs R.T.,24  la proteína AsCas12a tiene mayor 

actividad de escisión al DNA objetivo (corte cis) entre 41 y 44°C y pierde su actividad de 

corte cis a partir de 48°C. Sin embargo, en nuestros experimentos (Figura 9A) se puede 

observar que la proteína muestra actividad trans sin haberse desnaturalizado aún a 65°C 

y que alcanza la señal máxima de detección (meseta) en aprox. 13 minutos en 

comparación con la temperatura original de detección que es de 37ºC, la cual alcanza la 
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meseta a los 40 min aprox. Por otro lado, el control negativo y el blanco permanecieron 

constantes en todas las temperaturas de estudio, lo que quiere decir que la sonda FAM 

no se desintegra por las altas temperaturas y que la actividad colateral trans sigue siendo 

especifica a 65ºC ya que no se emite un falso positivo en ausencia del DNA objetivo (Ver 

anexo Figura 22). 

Al graficar las pendientes de la reacción, que representan la velocidad con la que 

la proteína Cas12a corta la sonda, se observa un aumento en la actividad trans a medida 

que incrementa la temperatura de detección (Figura 9B). A 65ºC se logró aumentar hasta 

3 veces más (8,100 fluorescencia A.U. (Aribitrary Units) /minuto) la velocidad de reacción 

con respecto al control de 37ºC (2,600 fluorescencia A.U./minuto). Esto se puede justificar 

con la teoría de las colisiones de Arrhenius, la cual explica que la velocidad de reacción 

aumenta, al incrementar la temperatura ya que eleva la frecuencia de las colisiones 

efectivas de las moléculas. 
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Figura 9. Optimización de la temperatura de detección. (A) Se muestra la detección del 
plásmido PET28a SARS-CoV-2 con CRISPR-Cas12a a diferentes temperaturas de incubación 
entre 30º-65ºC. (B) Pendientes de la reacción de detección a diferentes temperaturas. Se 
determinó si hay diferencia estadísticamente significativa de la velocidad de reacción de 
detección mediante un análisis múltiple con Tukey (****p <0.0001) con α=0.05. Las barras de error 
representan el promedio± d.e (n = 3). 
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Está documentado que la proteína AsCas12a en su forma apo (sin gRNA) tiene 

una Tm de 40ºC. Sin embargo, en dos artículos diferentes se han observado que al formar 

el RNP con el gRNA, la proteína AsCas12a aumenta su estabilidad térmica, alcanzando 

aproximadamente una Tm de 49 y 54ºC, respectivamente 24,25. Cabe resaltar que en 

dichos estudios se emplearon diferentes gRNA, lo que sugiere que la estabilidad térmica 

esta influenciada por las secuencias de gRNA utilizadas. En base a nuestros 

experimentos y a lo anterior, se puede inferir que el uso del CRISPR-DUAL amplia el 

rango de estabilidad térmica promedio de la AsCas12a, permitiendo su actividad incluso 

a 65ºC. 

Por otro lado, en el laboratorio se observó que la proteína pierde actividad de corte 

trans a partir de los 15 minutos a 65ºC. Sin embargo, la proteína Cas12a permanece 

activa el tiempo suficiente para cortar el DNA blanco y la sonda, lo que permite la emisión 

de la señal de fluorescencia antes desnaturalizarse (Ver anexo Figura 23).  

8.2 Optimización de la relación estequiométrica de gRNA:Cas12a 

De acuerdo con los previos experimentos por Li, et al.,32  al variar la proporción de gRNA 

mientras se mantiene constante la de la proteína Cas12a, no se observó una diferencia 

estadísticamente significativa al emplear una relación estequiométrica de Cas12a:gRNA 

entre 1:0.5 y 1:10 para la detección del gen N. El resultado en nuestro experimento fue 

el mismo (Figura 10) a pesar de que la reacción se llevó a cabo a una temperatura más 

alta (55ºC) y a que se emplearon dos gRNAs, en donde ninguno de los gRNAs utilizados 

tiene la misma secuencia que en dicho artículo. Esto sugiere que la AsCas12a puede 

comenzar a saturarse a partir de una proporción de gRNA de 0.25 respecto a la Cas12a, 
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ya que no se observa un cambio en la velocidad de reacción al aumentar aún más la 

proporción de gRNA. 

Por estos resultados, se continuó manejando una estequiometria de 1:1 (gRNA: 

Cas12a) como originalmente se empleaba. Sin embargo, estos resultados nos abren la 

posibilidad de poder reducir las concentraciones del gRNA en relación de la proteína 

Cas12a a 0.25:1, hasta una concentración de 50 nM y con ello reducir costos ya que a 

esta concentración se puede obtener la misma señal de detección.  
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Figura 10. Optimización de las proporciones de RNA guía (gRNA). (A) Se muestra variaciones 
estequiométricas del gRNA de 0.25-1.5, manteniendo constante el de la proteína Cas12a para la 
detección del plásmido PET28a SARS-CoV-2 con CRISPR-Cas12a a 55ºC.(B) Pendientes de la 
reacción de detección con diferentes proporciones de gRNA. Se muestra que no hay diferencia 
estadísticamente significativa (ns) mediante una ANOVA de una vía con α=0.05 y n=3. 

 

8.3 Optimización del amortiguador de reacción de detección.  

Con el fin de encontrar el mejor amortiguador para la reacción de detección se probaron 

los que se encuentran en la Tabla 3. Como se muestra en Figura 11 y Figura 12, los 

amortiguadores 2, 3 y CutSmart presentan una mayor pendiente respecto al amortiguador 

que se utiliza originalmente (NEB 2.1) tanto a 37ºC como a 65ºC. Lo que indica que la 
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velocidad con la que corta la proteína Cas12a la sonda (ssDNA), ocurre más rápido en 

presencia de estos amortiguadores, sin embargo con el que existe diferencia 

estadísticamente significativa a la temperatura optimizada (65ºC) es con el amortiguador 

2, logrando así mejorar hasta 2 veces la reacción de detección con respecto al 

amortiguador NEB 2.1, a su vez hay una reducción en el tiempo en el que alcanza la 

señal máxima de fluorescencia de 15 minutos a 10 minutos aproximadamente (Figura 

11B). Sin la influencia de la alta temperatura, a 37ºC el amortiguador 2 aumenta la 

reacción de detección 1.7 veces respecto al amortiguador NEB 2.1 y también se reduce 

a la mitad el tiempo de la señal máxima de 40 minutos a 20 minutos (Figura 12B). 
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Buffer 1: 50 mM tris-HCl,, 100 mM NaCl, 10 mM MnSO4, 100 µg/mL pH 7.9

Buffer 2: 10 mM Tris-HCl,10 mM NaCl, 15 mM MgCl2, 1 mM DTT pH 8.8

Buffer 3: 40 mM Tris-HCl, 6mM MgCl2, 1 mM DTT, 2 mM espermidina, 40 mM Glicina, 4 % PEG  8000, 0.001% Triton x100 pH 8.6

Buffer LAMP: 20 mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 50 mM KCl, 0.1% Tween 20  pH 8.8

NEB 2.1: 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 100 µg/mL pH 7.9

CutSmart: 20 mM Tris-Acetato, 50 mM Acetato de potasio, 10 mM Acetato de magnesio, 100 µg/mL pH 7.9

 
Figura 11. Optimización del amortiguador de reacción a 65ºC. (A) Se muestran diferentes 
amortiguadores para la reacción de detección del plásmido PET28a SARS-CoV-2 con CRISPR-
Cas12a. (B) Pendientes de reacción de detección con diferentes amortiguadores a 65ºC. Se 
determinó si hay diferencia estadísticamente significativa en la velocidad de reacción de 
detección utilizando diferentes amortiguadores en comparación con el control (NEB 2.1) mediante 
un análisis múltiple con Dunett (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <0.0001; ns significa que no hay 
significancia estadística) con α=0.05. Las barras de error representan el promedio± d.e (n = 3). 
La composición de los amortiguadores se encuentra en la Tabla 3. 
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Figura 12. Optimización de amortiguador de reacción a 37ºC. (A) Se muestran diferentes 
amortiguadores para la reacción de detección del plásmido PET28a SARS-CoV-2 con CRISPR-
Cas12a. (B) Pendientes de reacción de detección con diferentes amortiguadores a 37ºC. Se 
determinó si hay diferencia estadísticamente significativa de la velocidad de reacción de 
detección con diferentes amortiguadores mediante un análisis múltiple con Dunnett (*p < 0.05,**p 
< 0.01, ***p < 0.001, ****p <0.0001; ns significa que no hay significancia estadística) con α=0.05. 
Las barras de error representan el promedio± d.e (n = 3). La composición de los amortiguadores 
se encuentra en la Tabla 3. 

 Ya está evidenciado que el amortiguador CutSmart mejora la reacción de 

detección respecto al NEB 2.1 debido a que contiene sales de acetatos en vez de 

clorohidratos.18,27 . Por otro lado, se observa una mejora en la reacción de detección con 

el amortiguador 2 y 3 debido al pH (de 8.6 y 8.8 respectivamente), que se encuentra 

dentro del rango óptimo de actividad para la proteína Cas12a (pH 8.5-9.0).9,23 Además, 

ambos amortiguadores contienen ditiotreitol (DTT) , un agente reductor de los grupos 

sulfhidrilo (restaura la actividad perdida de las proteínas por la oxidación de estos grupos), 

haciendo que mejore la actividad colateral trans al inducir un cambio conformacional del 

complejo RNP (gRNA-Cas12a).33 Por último, se ha reportado que bajas concentraciones 

de NaCl mejoran la actividad de la Cas12a,18,23 siendo el amortiguador 2 el que tiene 

menor concentración de NaCl (10 mM). 

Se probó el amortiguador LAMP para ver si hay compatibilidad con el sistema 

CRISPR-Cas12a, y si este se podría acoplar en un solo paso con la reacción isotérmica 
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de LAMP. Sin embargo, usando el amortiguador LAMP hubo una disminución de la 

actividad de la proteína Cas12a. Esto se puede deber a la presencia de (NH4)2SO4 y/o al 

tween 20, los cuales están ausentes en los otros amortiguadores probados. 

El amortiguador 1 fue incorporado en el estudio de optimización, debido a que 

contiene Mn2+, reconocido por aumentar significativamente la señal de fluorescencia para 

la LbCas12a, de 3.4-13.6 veces más que el ion Mg2+, y mejorar la sensibilidad de 

detección hasta 13 veces más con la MeCas12a.30  Sin embargo, con el amortiguador 1 

no se observó ninguna señal, lo que indica una falta de actividad de la proteína Cas12a 

en la reacción de detección. Este resultado pudo deberse al cambio de color del 

amortiguador 1 a un tono café durante su preparación, que ocurrió como consecuencia 

de una reacción redox del MnSO4 y Tris, en donde el MnSO4 se oxidó, mientras que el 

Tris se redujo.  

A) B) 

0 10 20 30

0

20000

40000

60000

80000

100000

Buffer 2 de acetatos a 65ºC

Tiempo (min)

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
ia

NEB 2,1

buffer 2
Buffer 2+ BSA
Acetatos

buffer Acetatos+ BSA

Blanco NEB 2.1
Blanco buffer 2

Blanco buffer 2 +BSA

Blanco buffer Acetatos

Blanco buffer Acetatos + BSA
N
EB

 2
.1

buff
er

 2

buff
er

 2
 +

 B
SA

 

A
ce

ta
to

s

buff
er

 A
ce

ta
to

s 
B
S
A

0

5000

10000

15000

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
ia

 (
A

.U
/m

in
)

Buffer 2 (10 mM Tris-HCl. 10 mM NaCl, 15 mM MgCl2, 1 mM DTT pH 8.8

Buffer 2 + 100 g/mL BSA

Buffer 2 de acetatos (10 mM Tris-acido acético. 10 mM acetato de sodio, 15 mM acetato de magnesio, 1 mM DTT pH 8.87

Buffer 2 de acetatos + 100 g/mL BSA

✱

✱✱✱

✱
✱✱

 
Figura 13. Amortiguador 2 y efecto de la Albumina Sérica Bovina (BSA) en la reacción de 
detección del gen N que codifica a la nucleocápside del virus del SARS-CoV-2 mediante 
CRISPR-Cas12a. (A) Se añadió BSA al amortiguador 2 hecho de sales de clorhidratos y acetatos 
en la reacción de detección a 65ºC. (B) Pendientes de la reacción de detección del amortiguador 
2 sin y con adición de BSA. Se comparan el amortiguador 2 hecho de sales de acetatos y de 
clorhidratos, así como el efecto al añadir 100 µg/mL BSA. La diferencia estadísticamente 
significativa de la velocidad de reacción de detección se determinó mediante un análisis múltiple 
con Tukey (*p < 0.05,**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <0.0001) con α=0.05 y n=3. Los componentes 
de los amortiguadores se encuentran en la Tabla 3. 
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Se ha descrito que la proteína mejorada “enhanced Acidaminococcus sp.Cas12a 

variant” (enAsCas12a) funciona mejor en amortiguadores que contienen sales de 

acetatos, en comparación con los amortiguadores que contiene sales de clorhidratos.18 

Como se puede ver en la Figura 13 hay una ligera mejora con el amortiguador 2 con sales 

de acetatos, comparado con el amortiguador 2 (preparado con sales de clorhidratos) con 

un aumento de 2,064 unidades de fluorescencia/min. Esto puede ser porque el impacto 

que ejerce la carga iónica de los cloruros es más fuerte comparada con la de los acetatos 

sobre las interacciones del DNA con el complejo RNP. 24 

Por otra parte, se ha visto que la BSA mejora la reacción de detección del gen N 

del SARS-CoV-2 con CRISPR-AsCas12a en amortiguadores que no lo contienen.27 Sin 

embargo no se encontró un aumento al agregarlo en el amortiguador 2. (Figura 13 y 

Figura 14). Al contrario, hubo una ligera reducción tanto en los amortiguadores de sales 

de clorhidrato como de acetatos. Se cree que esto se debió al efecto del pH del medio 

(8.8), ya que la BSA cambia su conformación estructural en pH mayor a 8.34 

Particularmente entre pH 8-9 está documentado que la BSA sufre una transición en la 

forma y un pequeño aumento de la superficie efectiva35, además la BSA a pH alcalino 

tiene mayor carga neta negativa.36 Se cree que la BSA interfirió en la interacción del RNP 

con el DNA, disminuyendo la velocidad de corte. Al preparar el amortiguador 2 de 

acetatos a pH 7.9 y agregar BSA, no se observó mejoría en la detección, como se 

evidencia en la Figura 14. 

 Esta falta de mejoría se contrasta con el control positivo (amortiguador 2 de 

acetatos pH 8.8 + 4% PEG 8000), que ha demostrado experimentalmente un mejor 

desempeño en la reacción de detección (Figura 17). Además, no se observó una mejora 
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al añadir BSA en el amortiguador 2 de acetatos a pH 7.9 + 4% PEG 8000. Asimismo, no 

se registró una mejora al agregar BSA en el amortiguador 2 de acetatos a pH 7.9 en 

ausencia de PEG 8000 y de DTT, componentes que no se encuentran en los 

amortiguadores donde se ha documentado una mejora por la adición de BSA.27 Por lo 

tanto, se considera que la composición del amortiguador 2 (10 mM Tris–Acetato, 10 mM 

Acetato de Sodio, 15 mM Acetato de Magnesio, 1 mM DTT, pH 8.78) y/o la temperatura 

son los factores que impiden que la BSA mejore la reacción de detección.  

 La L-prolina en conjunto de la BSA se ha descrito que funciona como agente 

protector de la proteína Cas12a contra temperaturas altas,27 por lo que inicialmente se 

pensó que evitaría la desnaturalización tanto de la BSA como de la proteína Cas12a a 

65ºC, sin embargo, al añadirlo en el amortiguador 2 de acetatos + PEG 8000 hubo una 

inhibición (Figura 15). Se piensa que esto se puede deber por impedimento estérico por 

parte del BSA, L-prolina y el PEG 8000 sobre la proteína Cas12a, al interactuar con el 

DNA blanco o el ssDNA (Sonda FAM). Esto reafirma que la composición del amortiguador 

2 de acetatos en conjunto con la temperatura, no es la ideal para que la BSA produzca 

una mejora en la reacción. Además, se descarta la influencia de la temperatura en la 

posible desfuncionalización de la BSA y Cas12a, porque en el experimento de 

optimización de la temperatura se empleó amortiguador NEB 2.1, el cual contiene 100 

µg/mL de BSA y no hubo un agravamiento en reacción de detección con CRISPR-Cas12a 

(Figura 9). Esto reafirma que la composición del amortiguador 2 de acetatos no es la ideal 

para que la BSA produzca una mejora en la reacción.  
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Figura 14. Efecto de la Albumina Sérica Bovina (BSA) sobre la reacción de detección del 
gen N que codifica a la nucleocápside del SARS-CoV-2 con CRISPR-Cas12a en 
amortiguador de acetatos pH 7.9. Reacción de detección con diferentes variaciones del 
amortiguador de acetatos con pH 7.9 al añadir 100 µg/mL de Albumina Sérica Bovina (BSA), Se 
graficaron las pendientes de la reacción de detección y se determinó si hay diferencia 
estadísticamente significativa en la velocidad de reacción de diferentes variaciones 
amortiguadores de acetatos a pH 7.9 al añadir 100 µg/mL BSA, con respecto al amortiguador 
optimizado (Control positivo), mediante un análisis múltiple con Dunnett (*p < 0.05**p < 0.01, ***p 
< 0.001, ****p <0.0001; ns significa que no hay significancia estadística) con α=0.05. Las barras 
de error representan el promedio± d.e (n = 3). 
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Figura 15. Efecto de la L-Prolina y la Albumina Sérica Bovina (BSA) en la reacción de 
detección con CRISPR-Cas12a del gen N que codifica a la nucleocápside del virus del 
SARS-CoV-2. Se determinó si hay diferencia estadísticamente significativa en la velocidad de 
reacción de detección, añadiendo 100 µg/mL Albumina sérica bovina (BSA) y 0.5 M L-prolina con 
respecto al amortiguador optimizado (control positivo) mediante un análisis múltiple con Dunnett 
( ****p <0.0001) con α=0.05. Las barras de error representan el promedio± d.e (n = 3). 
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En relación con los aditivos, se observó una mejora del doble al agregar un 4% de 

PEG 8000 al amortiguador 2 de acetatos para la reacción de detección (Figura 16). En 

este caso, la velocidad de reacción aumentó aproximadamente 7000 unidades de 

fluorescencia A.U/min con respecto al amortiguador de acetatos sin aditivos, siendo 2.4 

veces más rápido (Figura 17). Lo destaca al PEG de los otros aditivos probados es su 

viscosidad.37 El polietilenglicol (PEG) es un polímero sintético no iónico anfifílico en 

disolución que puede formar puentes de hidrogeno reteniendo las 100 moléculas de agua 

por una molécula de PEG, su peso molecular representa el número de moléculas 

individuales de óxido de etileno.37,38 Hay un antecedente de mejora por el uso PEG como 

aditivo en la reacción con CRISPR-Cas12a por parte de Lv et al. (2021)26. Sin embargo, 

en su experimento la adición de PEG 20,000 al 4%, resulto en una mejora 

significativamente mayor para la detección comparada con el PEG 8000. Dichas 

sustancias se diferencian en peso molecular y se sabe que al incrementar el peso 

molecular del PEG su viscosidad aumenta37. Por lo que se cree que la mejora de la 

actividad colateral trans se debe a que la viscosidad del PEG influye en la estabilidad de 

la proteína Cas12a. Adicionalmente, está documentado que el PEG de cadenas largas 

se une a los parches hidrofóbicos de proteínas a través de fuerzas de Van der Waals y 

que induce una estructura abierta de la proteína con más regiones hidrofóbicas expuestas 

a PEG en disolución.38 Cabe destacar que la proteína Cas12a tiene residuos hidrofóbicos 

donde se lleva a cabo la desnaturalización del DNA blanco y que participan en hibridación 

del gRNA-DNA y el en sitio de la nucleasa.39 Por lo que se cree que el PEG interacciona 

con la proteína Cas12a ayudando a que las regiones hidrofóbicas encargadas de la 
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hibridación del gRNA- DNA y de corte queden expuestas facilitando con ello su actividad 

de endonucleasa y el reconocimiento del DNA blanco.  

Con 1 mM de MnSO4 hubo una activación de corte inespecífico de la Cas12a sobre 

el fluoróforo FAM, esto se observa al ver una señal alta de fluorescencia en ausencia del 

pDNA de SARS-CoV-2 en el blanco (Figura 16). Esto se puede deber a que a esa 

concentración el Mn2+ desencadena su actividad de endonucleasa de ssDNA ya que está 

documentado que los iones de Mn2+ puede activar la función de endonucleasa de la 

AsCas12a y cortar el DNA en ausencia del gRNA.40 

Se ha descrito que los surfactantes no iónicos como el tritón X-100 41 mejoran la 

actividad trans de la Cas12a y Cas13,42 sin embargo al emplear 0.001% de tritón x-100 y 

a la temperatura optimizada (65ºC) hubo una inhibición en la reacción de detección, se 

piensa que esto fue debido a que esta sustancia forma muchas burbujas, lo cual en 

conjunto con la temperatura pudo causar la desnaturalización de la proteína. 

Se ha observado que la Cas12a exhibe mayor actividad trans en presencia de 

glicina.26 La adición de glicina aumentó de la velocidad de detección a aproximadamente 

2000 unidades de fluorescencia A.U/min. Se plantea la posibilidad de que este efecto 

esté relacionado, al igual que con el PEG 8000, con la viscosidad. Además, se ha 

demostrado que la glicina mejora la detección en un solo paso (CRISPR-Cas12a + 

Reacción de LAMP en un solo tubo),43 por lo que no se descarta para usos futuros.  

Por otro lado, con la espermidina, la betaína y el MgSO4 no se observó un impacto 

significativo en la detección con CRISPR-Cas12a. Sin embargo, no se descarta el uso de 
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la betaína para futuras investigaciones, ya que se ha demostrado que mejora la reacción 

del LAMP al romper estructuras secundarias.44  
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Figura 16. Efecto de diferentes aditivos en la rección de detección del DNA plasmídico del 
gen N, que codifica a la nucleocápside del SARS-CoV-2 con CRISPR-Cas12a. Se evaluaron 
diferentes aditivos en el amortiguador 2 de acetatos a 65ºC, tales como glicina, espermidina, 
MgSO4, Betaína, Tritón X100, MnCl2 y Polietilenglicol 8000 (PEG 8000), en concentraciones 
conforme a lo indicado en la Tabla 4, con el fin de observar su efecto en la reacción de detección. 
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Figura 17. Pendientes de la reacción de detección del DNA plasmídico del gen N, que codifica a la 
nucleocápside del SARS-CoV-2 mediante CRISPR-Cas12a con diferentes aditivos en el amortiguador 
2 de acetatos. Se determinó si hay diferencia estadísticamente significativa en la velocidad de reacción de 
detección con diferentes aditivos mediante un análisis múltiple con Dunnett (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p 
<0.0001; ns significa que no hay significancia estadística) con un nivel de significancia de α=0.05. Las barras 
de error representan el promedio± d.e (n = 3). 
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8.4 Límite de detección (LoD) 

Para determinar el límite de detección, se llevaron a cabo diluciones seriadas de 10 en 

10 del DNA plasmídico del SARS-CoV-2, obteniendo concentraciones finales de 5 nM, 

500 pM, 50 pM, 5 pM, 500 fM y 50 fM.  

 La Figura 18 y Figura 19 muestran que, tanto con las condiciones iniciales como 

con las optimizadas, se puede observar una señal de fluorescencia hasta una 

concentración de 50 pM de DNA plasmídico del gen N del SARS-CoV-2. Sin embargo, 

bajo las condiciones optimizadas, la señal de fluorescencia puede distinguirse 

visualmente del control negativo en un menor tiempo (a partir de 20 minutos), en contraste 

con las condiciones sin optimizar, donde la señal apenas se puede diferenciar del control 

negativo hasta los 90 minutos. No obstante, el análisis estadístico muestra que solo la 

concentración de 500 pM es distinguible de control negativo en ambas condiciones, 

mientras que a 50 pM no se permite una distinción estadísticamente significativa del 

control negativo. 

 Es importante destacar que, con las concentraciones de DNA plasmídico 

experimentadas, no se puede discernir si existe una diferencia en el LoD entre ambas 

condiciones. Por lo tanto, se sugiere realizar más experimentos para determinar la 

concentración mínima detectable entre 500 pM y 50 pM, lo cual proporcionaría una mejor 

comprensión del LoD del método con las condiciones optimizadas.  

 A pesar de lo anterior, al comparar las pendientes de reacción, que representan la 

velocidad de reacción, se observa que a las mismas concentraciones de sustrato (DNA) 

se obtiene una señal de fluorescencia/tiempo hasta 10 veces mayor con las condiciones 
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optimizadas en contraste con las condiciones originales. Esto se traduce en una mejora 

notable en la sensibilidad del sistema de detección (Figura 20). 
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Figura 18. Límite de detección (LoD) con p-DNA-SARS-CoV-2 con las condiciones 
originales, es decir antes de la optimización (Amortiguador NEB 2.1 a 37ºC). Se determinó 
si hay diferencia estadísticamente significativa de la velocidad de reacción de detección mediante 
un análisis múltiple con Dunnett (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <0.0001; ns significa que no hay 
significancia estadística) con α=0.05 Las barras de error representan el promedio± d.e (n = 3). 
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Figura 19. Límite de detección (LoD) con p-DNA-SARS-CoV-2 con las condiciones 
optimizadas . Se determinó si hay diferencia estadísticamente significativa de la velocidad de 
reacción de detección mediante un análisis múltiple con Dunnett (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p 
<0.0001; ns significa que no hay significancia estadística) con α=0.05 Las barras de error 
representan el promedio± d.e (n = 3). 
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Figura 20. Comparación de las pendientes de la velocidad de reacción de detección de las 
condiciones originales y optimizadas con 50,500 y 5000 pM de DNA plasmídico del gen N 
que codifica a la nucleocápside del virus del SARS-CoV-2 . Las condiciones originales 
corresponden a temperatura de detección de 37ºC, en amortiguador NEB 2.1, mientras que las 
condiciones optimizadas corresponden a temperatura de detección de 65ºC, en amortiguador 2 
de sales de acetato +4% Polietilenglicol 8000 (PEG-8000). 
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9 CONCLUSIÓN.  

La optimización del sistema CRISPR-Cas12a para la detección del gen N del virus del 

SARS-CoV-2 mejoró significativamente tanto la velocidad de reacción como la 

sensibilidad, reduciendo el tiempo necesario para alcanzar la señal máxima de 

fluorescencia. 

En conjunto, las condiciones optimizadas (temperatura de detección de 65ºC, 

relación estequiométrica de gRNA:AsCas12a de 1:1, en amortiguador 2 de sales de 

acetatos+ PEG 8000) lograron incrementar hasta diez veces la velocidad de detección y, 

con ello, la sensibilidad del método en comparación con las condiciones originales. Estas 

optimizaciones redujeron el tiempo necesario para alcanzar la señal máxima de 

fluorescencia a un rango de 5-10 minutos. 

 A pesar de estas mejoras, el límite de detección (LoD) permaneció invariable, 

siendo 500 pM de pDNA la concentración mínima detectable y estadísticamente 

distinguible del control negativo en ambas condiciones. Podria haber una diferencia en el 

LoD entre ambas metodologías en el rango de 50 pM y 500 fM, lo cual requeriría una 

investigación adicional en este rango de concentraciones para confirmarse.  
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11 ANEXO 

 

Figura 21. Plásmido pET28aSARS-CoV-2 del gen N del virus del SARS-CoV-2. Se muestra el 
plásmido de 7253 bp y en morado se señalan donde hibridan los gRNAs guías 1 y 3. 
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Figura 22. Detección del gen N del DNA plasmídico pET28aSARS-CoV-2 del virus del SARS-
CoV-2 a diferentes temperaturas para la optimización de la temperatura. Se muestra la 
reacción de detección del plásmido (verde) a 30, 37, 44, 51, 58, y 65ºC con el sistema CRISPR-
Cas12a, junto con su control positivo (morado) que es un plásmido de pET28aSARS-CoV-2 
previamente verificado por análisis de restricción, control negativo (rojo) y blanco de la reacción 
(azul) más su desviación estándar con n=3. 
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Figura 23. Estabilidad del RNP a 65ºC a 0, 15, 30 y 60 minutos de incubación. Se pre-incubó 
previamente el complejo RNP a diferentes tiempos, a 0,15,30 y 60 minutos ( T0, T15, T30 y T60) a 
65ºC, posteriormente se añadió el DNA objetivo y se leyó en el lector de placas de fluorescencia 
(cytation) a 65ºC para determinar la actividad colateral trans de la proteína Cas12a. En donde, 
NTC es el blanco,(-) es el control negativo y (+) es el plásmido con el gen N del plásmido del 
SARS-CoV-2. Se observa que la proteína a partir de los 15 minutos a 65ºC pierde su actividad 
colateral trans, lo que se traduce en una pérdida de la señal de fluorescencia. Realizado por 
Melissa M.  
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12 LISTA DE ABREVIATURAS

+ 

+ssRNA · cadena positiva de RNA 

A 

A.U · Arbitrary Units (Unidades arbitrarias) 

Apo · Cas12a sin gRNA 

AsCas12a · Acidaminococcus sp. Cas12a 

Asp · Accidaminococcus sp. Cas12a 

B 

BSA · Bovine Serum Albumin (Albumina Sérica 

Bovina) 

C 

Cas · CRISPR-associated proteins (Proteinas 

asociadas a CRISPR), proteína asociada a CRISPR 

CDC · Center for Disease Control and Prevention 

Cme · metagenoma de compost Cas12a 

COVID-19 · enfermedad del coronavirus 

CRISPR · Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats (Repeticiones Palindromicas 

Cortas agrupadas y Regularmente Interespaciadas) 

CRISPR-Cas12a · CRISPR asociado a proteína Cas12a 

crRNA · RNA CRISPR 

Cytation 5 · lector Multi-Modal con Captura de 

imágenes Celulares 

D 

DETECTR · (DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans 

Reporter 

DTT · Ditiotreitol 

E 

E · envoltura 

enAsCas12a · enhanced Acidaminococcus sp.Cas12a 

variant 

F 

FDA · Food and Drug Administration 

Fno · Francisella tularensis Cas12a 

G 

gen N · gen que codifica a la nucleocapside 

gRNA · RNA guía 

I 

IDT · Integrated DNA Technologies 

L 

LB · Luria-Bertani 

Lba · Lachnospiraceae Cas12a 

LbCas12a · Lachnospiraceae bacterium 

LoD · Limit of Detection 
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M 

M · membrana 

MQ · Mili Q 

N 

N · nucleocápside 

NEB · New England Biolabs 

ns · proteínas no estructurales 

NTC · No Template Control (Blanco) 

NTS · Non-Target Strand (Hebra no objetivo) 

O 

OMS · Organización Mundial de la Salud 

ORFs · marcos abiertos de lectura 

P 

PAM · Protospacer Adyacent Motif 

pDNA · Plasmid DNA (DNA plasmídico) 

PEG · Polietilenglicol 

PEG-200 · Polietilenglicol 200 

PEG-20000 · Polietilenglicol 20000 

PEG8000 · polietilenglicol 8000 

Q 

qRT-PCR · Quantitative Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction 

R 

RNP · ribonucleoproteína 

RT-LAMP · Reverse Transcription Loop-Mediated 

Isothermal Amplification 

S 

S · espiga 

SARS-CoV-2 ·  Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus 2 (beta coronavirus 

tipo 2 causante del síndrome respiratorio 

agudo severo) 

SHERLOCK · Specific High-Sensitive Enzymatic 

Reporter Unlocking 

ssDNA · single-stranded DNA (DNA de cadena 

sencilla) 

ssRNA · single-stranded RNA (ARN de cadena sencilla) 

T 

Tm · melting Temperature (Temperatura de fusión) 

Tris · Tris(hidroximetil)aminometano 

TS · Target Strand (Hebra objetivo) 

V 

VaNGuard · Variant Nucleotide Guard 

Y 

Yme · metagenoma Yellowstone Cas12a 

 

 


