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. INTRODUCCION

La medicina moderna se encuentra en una encrucijada transformadora, impulsada por avances
tecnologicos que desafian las fronteras de lo posible en el diagnostico, tratamiento y prevencion
de enfermedades. En este panorama de innovacion incesante, la edicion genética ha emergido
como una de las herramientas mas revolucionarias y prometedoras del siglo XXI. Durante décadas,
la capacidad de modificar el genoma de forma precisa y controlada ha sido un objetivo elusivo
para la comunidad cientifica, una meta que prometia desentrafiar los misterios de la patologia a
nivel molecular y ofrecer soluciones terapéuticas antes inimaginables. Sin embargo, la
complejidad inherente de manipular el ADN con alta fidelidad presentaba barreras técnicas

significativas.

Este paradigma comenzd a cambiar drasticamente con el descubrimiento y la subsiguiente
adaptacion de sistemas de defensa bacterianos, culminando en el desarrollo de la tecnologia
CRISPR-Cas9. CRISPR, acronimo de "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats™ (Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas), representa
un sistema inmunitario adaptativo presente en bacterias y arqueas, disefiado para protegerse de
infecciones virales y plasmidos. Su funcionamiento se basa en la incorporacion de pequefios
fragmentos de ADN de invasores previos en el propio genoma bacteriano, los cuales actian como
"memoria” para futuras infecciones. En presencia de un invasor conocido, estos fragmentos se
transcriben en ARN guia (SgRNA), que dirigen una nucleasa, como Cas9 (CRISPR-associated

protein 9), a cortar el ADN del patogeno en sitios especificos, neutralizandolo.

La genialidad que catapulté a CRISPR-Cas9 desde un mecanismo de defensa bacteriano a una
herramienta universal de ingenieria genética residié en la comprensién y simplificacion de su
funcionamiento. En su esencia, la edicion genética con CRISPR-Cas9 se define como una técnica
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molecular de alta precision que permite modificar secuencias de ADN especificas en el genoma
de organismos vivos. Esto se logra mediante la programacion de un ARN guia sintético para dirigir
la nucleasa Cas9 a un sitio gendmico deseado, donde Cas9 realiza un corte de doble cadena en el
ADN. Una vez que el ADN es cortado, los mecanismos de reparacion celular intrinsecos del
organismo entran en accién. Principalmente, operan dos vias de reparacién: la union de extremos
no homdlogos (NHEJ, del inglés Non-Homologous End Joining) y la reparacion dirigida por
homologia (HDR, del inglés Homology-Directed Repair). La via NHEJ es propensa a errores y a
menudo resulta en pequefias inserciones o deleciones (indels) que pueden inactivar un gen
(knockout). Por otro lado, la via HDR, que es menos eficiente pero mas precisa, puede utilizar una
plantilla de ADN externa proporcionada por los investigadores para insertar, corregir o reemplazar
secuencias de ADN especificas, permitiendo modificaciones genéticas dirigidas y precisas (knock-

in).

Desde su publicacion seminal en 2012 y 2013, la tecnologia CRISPR-Cas9 ha revolucionado la
biologia molecular y la biomedicina con una rapidez y un alcance sin precedentes. Su simplicidad,
versatilidad, eficiencia y bajo costo, en comparacion con métodos anteriores de edicion genética
como las nucleasas de dedos de zinc (ZFNs) y los efectores tipo activador de transcripcion
(TALENS), la han convertido en la herramienta de eleccién para la investigacion fundamental y
traslacional. La definicidn actual y precisa de CRISPR-Cas9 en el contexto de la edicidn genética
es, por lo tanto, la de un sistema programable y adaptable de origen bacteriano que utiliza un
complejo de ribonucleoproteina (Cas9/sgRNA) para inducir rupturas de doble cadena altamente
especificas en el ADN, lo que permite la alteracidn precisa de secuencias genomicas con fines de

investigacion, terapéuticos o biotecnoldgicos.



Esta monografia se adentrara en las profundidades de la tecnologia CRISPR-Cas9, explorando sus
mecanismos moleculares, sus vastas aplicaciones en la medicina humana —desde la investigacion
de enfermedades genéticas y el desarrollo de terapias génicas hasta la ingenieria de células inmunes
y la creacién de modelos de enfermedades—, asi como los desafios técnicos, éticos y regulatorios
que su implementacion conlleva. A medida que la edicion genética avanza a un ritmo vertiginoso,
es imperativo comprender no solo su potencial transformador, sino también las complejidades
inherentes que definen su trayectoria hacia la clinica. Esta obra busca proporcionar una visién
exhaustiva y actualizada de un campo que esta redefiniendo el futuro de la medicina y la salud

humana.



[I.  JUSTIFICACION

La presente monografia sobre la edicion genética con CRISPR-Cas9 no es meramente un ejercicio
académico, sino una exploracion critica y exhaustiva de una de las tecnologias mas disruptivas y
prometedoras en el campo de la medicina humana y las ciencias bioldgicas. La justificacion de
abordar este tema con la profundidad que merece radica en multiples factores intrinsecos a su
naturaleza cientifica, su impacto potencial en la salud global y las implicaciones éticas y sociales

que inevitablemente conlleva.
Relevancia Cientifica y Médica Inigualable

En primer lugar, la edicién genética con CRISPR-Cas9 representa un hito sin precedentes en
nuestra capacidad para manipular el genoma. Antes de CRISPR, la modificacion precisa del ADN
en células eucariotas era un proceso laborioso, costoso y a menudo ineficiente, limitado a técnicas
como las nucleasas de dedos de zinc (ZFNs) y los efectores tipo activador de transcripcion
(TALENS). La irrupcion de CRISPR-Cas9, con su simplicidad, versatilidad y alta eficiencia, ha
democratizado la ingenieria genética, abriendo las puertas a experimentos que antes eran
impensables. Esta accesibilidad ha acelerado exponencialmente la investigacion basica en biologia
molecular, permitiendo a los cientificos desentrafiar las funciones de genes especificos, modelar
enfermedades genéticas en laboratorio y comprender mejor los mecanismos moleculares

subyacentes a la salud y la patologia.

Desde una perspectiva médica, la justificacion es ain mas contundente. Millones de personas en
todo el mundo sufren de enfermedades genéticas que, hasta ahora, carecen de curas definitivas,
como la fibrosis quistica, la anemia falciforme, la distrofia muscular de Duchenne y la enfermedad

de Huntington, entre muchas otras. CRISPR-Cas9 ofrece la posibilidad real de corregir las



mutaciones genéticas subyacentes a estas enfermedades a nivel de ADN, lo que podria traducirse
en tratamientos curativos en lugar de paliativos. Ademas, su potencial se extiende a la oncologia,
donde se investiga para generar terapias celulares CAR-T mas robustas y seguras; en el campo de
las enfermedades infecciosas, buscando conferir resistencia a patégenos como el VIH; y en la
medicina regenerativa, para corregir defectos genéticos en células madre. Investigar a fondo esta
tecnologia es, por lo tanto, imperativo para el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas que

transformen la vida de los pacientes.
Impacto en la Investigacion Biomédica y el Desarrollo de Farmacos

La capacidad de crear modelos celulares y animales de enfermedades humanas con gran precision
mediante CRISPR-Cas9 ha revolucionado la investigacién preclinica. Los modelos de
enfermedades genéticamente modificados permiten estudiar la progresion de la enfermedad,
identificar biomarcadores y probar la eficacia y seguridad de nuevos farmacos de una manera
mucho mas precisa y relevante que los métodos tradicionales. Esto acelera el ciclo de
descubrimiento y desarrollo de medicamentos, reduciendo el tiempo y los recursos necesarios para
llevar terapias innovadoras del laboratorio a la clinica. La posibilidad de "editar" genes en un
contexto fisioldgico controlado nos permite comprender mejor la patogénesis de enfermedades
complejas, como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las neurodegenerativas, donde

multiples factores genéticos y ambientales interactdan.
Implicaciones Eticas, Sociales y Regulatorias

Sin embargo, la inmensa promesa de CRISPR-Cas9 viene acompafiada de un conjunto complejo
y urgente de cuestiones éticas, sociales y regulatorias. La capacidad de modificar la linea germinal

humana (es decir, el ADN que se transmite a las futuras generaciones) plantea preocupaciones



fundamentales sobre la seguridad, la equidad y la alteracién de la herencia humana. ¢Hasta dénde
debemos llegar en la "mejora™ humana? ¢ Quién tendra acceso a estas tecnologias y cdmo se evitara
una brecha de salud aun mayor? ;Como se garantizara la seguridad a largo plazo de estas

intervenciones?

La justificacion de esta investigacion radica también en la necesidad critica de analizar estas
dimensiones. Es fundamental que, como futuros profesionales de la medicina, comprendamos no
solo la ciencia detras de CRISPR-Cas9, sino también las implicaciones bioéticas de su aplicacion.
Esto incluye el debate sobre la modificacién de embriones humanos, la justicia distributiva de las
terapias genéticas y la responsabilidad de los cientificos y la sociedad en la toma de decisiones
sobre el futuro de la ingenieria genética. Una monografia detallada puede contribuir a un didlogo
informado, ayudando a sentar las bases para un marco regulatorio y ético solido que guie el uso

responsable de esta poderosa tecnologia.

Contribucidn al Conocimiento y la Formacion Profesional

Finalmente, esta investigacion contribuye significativamente a la formacion profesional. Abordar
un tema tan vanguardista y multifacético como CRISPR-Cas9 en una monografia de medicina
humana permite desarrollar habilidades criticas de pensamiento, analisis de literatura cientifica,
sintesis de informacion compleja y argumentacion rigurosa. Ademas, ofrece una comprension
profunda de las tendencias actuales en medicina gendmica, preparando al investigador para
enfrentar los desafios y aprovechar las oportunidades que surgiran en el panorama de la atencién

médica del futuro.

En sintesis, la edicion genética con CRISPR-Cas9 no es una moda pasajera, sino una herramienta

fundamental que esta redefiniendo los limites de la medicina. Justificar su estudio en profundidad



es reconocer su potencial transformador para la salud humana, su impacto en la investigacion
biomédica y la imperante necesidad de abordar sus complejas implicaciones éticas y sociales. Esta
monografia busca ser una contribucion valiosa a la comprension y el didlogo en este campo tan

vital.

lll.  OBJETIVOS

3.10bjetivos Generales
Analizar de manera exhaustiva y critica: Esto implica ir mas alla de una mera descripcion. Se
requiere una revision profunda de la literatura cientifica, evaluando la robustez de los hallazgos,
identificando consensos y controversias, y aplicando un juicio critico sobre la eficacia y seguridad
de las aplicaciones. "Exhaustiva™ se refiere a la amplitud de la cobertura (desde la biologia basica
hasta las implicaciones sociales), mientras que "critica” implica un analisis reflexivo de los pros y

los contras, los desafios y las limitaciones.

La tecnologia de edicion genética CRISPR-Cas9: El enfoque principal de la monografia. Esto
incluye la comprension de como funciona el sistema a nivel molecular (mecanismo de accion de
Cas9, el papel del ARN guia, los mecanismos de reparacion celular post-corte), su descubrimiento

y evolucion desde un sistema de defensa bacteriano hasta una herramienta de ingenieria genética.

Explorando sus fundamentos moleculares: Un pilar esencial. Sin entender la biologia
subyacente, es imposible comprender el alcance de sus aplicaciones o sus limitaciones. Esto abarca
desde la bioguimica de la nucleasa Cas9 hasta la especificidad del ARN guia y las vias de

reparacion del ADN que son explotadas por la tecnologia.
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Su evolucidon: No solo se trata del estado actual, sino de cémo ha progresado la tecnologia desde
sus primeras publicaciones. Esto puede incluir el desarrollo de variantes de Cas9 con mayor
fidelidad o menor tamafio, sistemas CRISPR de nueva generacién (como los editores de bases o

los prime editors), y la mejora en los métodos de entrega a las células.

Sus aplicaciones actuales y futuras en la medicina humana: Este es el corazon del impacto
biomédico. Abarca desde la investigacion béasica (creacion de modelos de enfermedades in vitro e
in vivo), pasando por terapias génicas para enfermedades monogénicas (ej. fibrosis quistica,
anemia falciforme), hasta aplicaciones mas complejas como la inmunoterapia contra el cancer (gj.
celulas CAR-T editadas), la resistencia a infecciones virales (ej. VIH), y la medicina regenerativa.
También implica la proyeccién de como esta tecnologia podria integrarse en la practica clinica en

los préximos afios.

Asi como las implicaciones éticas, sociales y regulatorias que de ella se desprenden: Una
dimensién crucial y de creciente importancia. Esto incluye debates sobre la edicion de la linea
germinal humana, la equidad en el acceso a futuras terapias, el potencial de usos no terapéuticos
(mejora humana), la seguridad a largo plazo de las intervenciones, la privacidad genética y el papel
de la gobernanza y la regulacién internacional para guiar un uso responsable y beneficioso de la

tecnologia.

Con el fin de proporcionar una vision integral y actualizada de su impacto transformador en
el campo de la salud: El resultado final esperado de la monografia. Se busca que el lector, al
finalizar, tenga una comprension completa y contemporanea de donde se encuentra la tecnologia
CRISPR-Cas9, su potencial para revolucionar la medicina y los desafios que aun deben superarse
para su plena implementacion. El término "transformador” subraya la magnitud del cambio que
esta tecnologia esta trayendo al panorama biomédico.
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3.20bjestivos Especificos
Describir los Fundamentos Moleculares y Mecanismos de Accion de CRISPR-Cas9
Detallar el origen y la evolucion del sistema CRISPR-Cas9 como mecanismo de defensa
bacteriano, explicando como este conocimiento fue adaptado para la ingenieria genética en

eucariotas.

Explicar con precision el mecanismo molecular de reconocimiento y corte del ADN por el
complejo Cas9/ARN guia (sgRNA), incluyendo la importancia de las secuencias PAM

(Protospacer Adjacent Motif).

Analizar las principales vias de reparacion del ADN celular (union de extremos no homélogos
— NHEJ vy reparacion dirigida por homologia — HDR) y cémo son explotadas para inducir

mutaciones especificas (knockouts) o inserciones/correcciones precisas (knock-ins).

Identificar las limitaciones inherentes a la tecnologia CRISPR-Cas9 original, como la
posibilidad de cortes fuera de objetivo (off-target effects) y los desafios en la eficiencia de entrega

a diferentes tipos celulares.

Evaluar las Aplicaciones Actuales y Potenciales de CRISPR-Cas9 en la Medicina Humana

Analizar el uso de CRISPR-Cas9 en la investigacion basica para la creacion de modelos
celulares y animales de enfermedades genéticas humanas, destacando su contribucion al

entendimiento de la patogénesis.

Revisar las aplicaciones terapéuticas en enfermedades monogénicas, como la anemia
falciforme, la fibrosis quistica y la distrofia muscular, examinando los ensayos clinicos actuales y

los resultados preclinicos prometedores.
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Explorar el impacto de CRISPR-Cas9 en la oncologia, particularmente en el desarrollo de
inmunoterapias avanzadas (ej., células CAR-T editadas genéticamente para mejorar su

persistencia o especificidad) y estrategias para targeting de oncogenes.

Investigar las aplicaciones emergentes en enfermedades infecciosas, como la eliminacion del

VIH latente o la conferir resistencia a infecciones virales mediante la edicion de genes del huésped.

Discutir el potencial de CRISPR-Cas9 en la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos,
incluyendo la correccion de defectos genéticos en células madre pluripotentes inducidas (iPSCs)

para terapia celular.
Analizar los Desafios y Estrategias de Mejora de la Tecnologia CRISPR-Cas9

Examinar los principales desafios técnicos en la aplicacion clinica de CRISPR-Cas9,
incluyendo la especificidad (minimizacion de off-targets), la eficiencia de entrega in vivo (vectores

virales y no virales) y el control de la respuesta inmune del huésped.

Describir las innovaciones recientes en la edicion genética, como los editores de bases (base
editors) y los prime editors, destacando como abordan algunas de las limitaciones de la Cas9

original y amplian el rango de mutaciones que pueden corregirse.

Evaluar las estrategias actuales para optimizar la sequridad y eficacia de las terapias basadas
en CRISPR-Cas9, incluyendo la modulacion de la actividad enzimatica, la mejora de la

especificidad y la minimizacion de efectos pleiotropicos.
Discutir las Implicaciones Eticas, Sociales y Regulatorias de la Edicion Genética Humana

Deliberar sobre las consideraciones éticas cruciales asociadas a la edicion de la linea somatica

versus la linea germinal humana, contrastando los argumentos a favor y en contra de cada una.
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Analizar las implicaciones sociales relacionadas con la equidad en el acceso a futuras terapias

basadas en CRISPR-Cas9, abordando la posible exacerbacion de disparidades en salud.

Evaluar los marcos regulatorios nacionales e internacionales existentes y propuestos para la
edicion genética, identificando las areas de consenso y disenso, y la necesidad de una gobernanza

global.

Reflexionar sobre el debate publico y la percepcion social de la edicion genética, y la
importancia de la educacion y el dialogo abierto entre la comunidad cientifica, el publico y los

responsables politicos.

V. METODOLOGIA

La presente monografia sobre la edicion genética con CRISPR-Cas9 se basara en una metodologia
de revision bibliogréafica exhaustiva y sistematica. Este enfoque es el mas adecuado para temas de
vanguardia en ciencias biomédicas, ya que permite sintetizar el conocimiento existente, identificar
tendencias, controversias y brechas en la investigacion, y proporcionar una vision integral de un
campo en constante evolucion. No se realizara trabajo experimental directo, sino un andlisis critico

y la integracion de informacion proveniente de fuentes primarias y secundarias de alta calidad.
Disefio de la Investigacion: Revision Bibliografica Sistematica

El estudio adoptara un disefio de revisién bibliogréafica sistematica, lo que implica un proceso
estructurado y reproducible para la identificacion, seleccion, evaluacion y sintesis de la literatura
relevante. Este enfoque minimiza el sesgo y maximiza la exhaustividad, asegurando que la

monografia se base en la evidencia cientifica mas sélida y actualizada disponible.

Fuentes de Informacion y Estrategia de Busqueda
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La busqueda de informacion se realizara en bases de datos cientificas de reconocido prestigio, con
un enfoque particular en aquellas que indexan literatura biomédica y molecular. Las principales

bases de datos a consultar incluiran:

PubMed/MEDLINE: Por su extensa cobertura de literatura biomédica, incluyendo ensayos

clinicos, revisiones y articulos de investigacion béasica.

Scopus: Por su amplia cobertura multidisciplinaria, incluyendo patentes y literatura de

conferencias.

Web of Science: Por su capacidad de analisis de citas, permitiendo identificar articulos seminales

y trabajos de alto impacto.

Google Scholar: Para una busqueda complementaria y la identificacion de literatura gris o

preprints relevantes (aunque con una evaluacion mas rigurosa de la calidad).

Estrategia de Busqueda (Palabras Clave y Operadores Booleanos): Se utilizara una
combinacion de términos MeSH (Medical Subject Headings) y palabras clave en inglés y espafiol
para maximizar la recuperacion de articulos relevantes. Las cadenas de busqueda incluiran, pero

no se limitaran a:

"CRISPR-Cas9" AND "gene editing"

"CRISPR" AND "human medicine"

"CRISPR therapeutics™ AND (“clinical trials" OR "preclinical studies")

"Gene therapy” AND "CRISPR"

"CRISPR" AND "ethical implications" OR "bioethics"
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"CRISPR" AND "off-target effects" OR "delivery methods"

"Base editing" OR "Prime editing" AND "CRISPR"

"Genetic diseases" AND "CRISPR correction"

"Cancer immunotherapy” AND "CRISPR"

"CRISPR regulation” OR "governance"

Se aplicaran operadores booleanos (AND, OR, NOT) y el uso de comillas para frases exactas, asi
como truncamiento () para variaciones de palabras (ej., therap para therapy, therapies,

therapeutic).

Filtros Aplicados: Se estableceran filtros para refinar los resultados, incluyendo:

Fechas de Publicacion: Principalmente articulos publicados desde 2012 (afio clave del
descubrimiento de la aplicacion de CRISPR-Cas9) hasta la fecha actual (julio de 2025), con

especial énfasis en los ultimos 5 afios para asegurar la actualidad de la informacion.

Tipo de Articulo: Se priorizaran articulos originales de investigacion, revisiones sistematicas,
meta-andlisis, guias clinicas y articulos de opinion de expertos. Se consideraran también
comunicados de instituciones de prestigio y preprints de servidores reconocidos (ej., bioRxiv),

siempre y cuando se evalue su rigor.

Idioma: Principalmente inglés y espafiol.

Criterios de Inclusién y Exclusion

Para garantizar la pertinencia y calidad de la informacion, se aplicaran los siguientes criterios:

Criterios de Inclusion:
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Articulos que aborden directamente la tecnologia CRISPR-Cas9 y sus variantes (ej., editores de

bases, prime editors).

Investigaciones sobre aplicaciones de CRISPR-Cas9 en células humanas, modelos in vitro,

modelos animales de enfermedades humanas, o ensayos clinicos.

Articulos que discutan aspectos éticos, legales y sociales de la edicion genética humana.
Revisiones sistematicas, meta-analisis y guias de consenso sobre el tema.

Publicaciones en revistas cientificas con revision por pares (peer-reviewed).

Criterios de Exclusion:

Articulos duplicados.

Publicaciones sin relevancia directa para la aplicacion en medicina humana (ej., aplicaciones

puramente agricolas o industriales no relacionadas con la salud humana).

Cartas al editor, noticias o resimenes de conferencias sin el texto completo disponible o sin

revision por pares.
Articulos con datos metodoldgicamente deficientes o sesgados.

Publicaciones anteriores a 2012, a menos que sean seminales para comprender el origen del

sistema CRISPR bacteriano.
Proceso de Seleccién y Extraccion de Datos

El proceso de seleccion de articulos se realizara en dos fases, siguiendo los principios PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) de ser aplicable para una

revision mas formal:
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Fase 1: Cribado por Titulo y Resumen: Dos investigadores (o el investigador principal si es una
monografia individual) revisardn de forma independiente los titulos y resumenes de todos los
articulos obtenidos en la busqueda inicial. Se seleccionaran aquellos que parezcan relevantes para

la tematica de la monografia.

Fase 2: Evaluacién de Texto Completo: Los articulos preseleccionados pasaran a una revision
de texto completo. En esta etapa, se aplicaran rigurosamente los criterios de inclusion y exclusién
para determinar la elegibilidad final. Se resolveran las discrepancias mediante discusién o consulta

a un tercer experto si fuera necesario.

Extraccion de Datos: De los articulos seleccionados, se extraera informacion relevante utilizando

una plantilla estandarizada (mental o digital) que incluiré:

Tipo de estudio (original, revision, etc.).

Obijetivos principales del estudio.

Metodologia utilizada (si aplica para estudios originales).

Resultados clave.

Conclusiones y limitaciones.

Implicaciones para la medicina humana o las consideraciones éticas.
Datos sobre seguridad y eficacia de CRISPR-Cas9 en diferentes contextos.
Analisis y Sintesis de la Informacion

La informacion extraida ser& organizada teméaticamente de acuerdo con los objetivos especificos

de la monografia. El andlisis se centrara en:
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Sintesis Descriptiva: Resumir los hallazgos clave de los articulos seleccionados para construir

una narrativa coherente sobre los fundamentos, aplicaciones y desafios de CRISPR-Cas9.

Anélisis Critico: Evaluar la solidez metodoldgica de los estudios, identificar inconsistencias o
contradicciones en los hallazgos, y discutir las implicaciones clinicas y de investigacion de la

evidencia disponible.

Identificacion de Tendencias y Brechas: Reconocer areas de investigacion emergentes, avances
recientes (ej., nuevas variantes de CRISPR), y campos donde el conocimiento es ain limitado o

controvertido.

Integracion Multidisciplinar: Conectar los aspectos moleculares y técnicos con las

consideraciones clinicas, éticas, sociales y regulatorias, proporcionando una perspectiva holistica.
Consideraciones Eticas en la Revision Bibliografica

Aunque no se trabaja directamente con sujetos humanos o animales, la revision de literatura sobre
un tema tan sensible como la edicidn genética requiere rigor y objetividad. Se garantizara la

integridad académica mediante:

Citacion adecuada de todas las fuentes consultadas para evitar plagio y dar crédito a los autores

originales.

Presentacion imparcial de los hallazgos, evitando sesgos personales en la interpretacion de los

datos.

Transparencia en el proceso de busqueda y seleccion de la literatura.
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V. DESARROLLO

5.1Definicién

El Componentes Clave de la Definicién:

Estudio Exhaustivo y Actualizado:

Exhaustivo: Significa que la monografia no se limitard a una descripcion superficial, sino que
abordara en profundidad todos los aspectos relevantes del tema. Esto incluye la biologia basica de
CRISPR-Cas9 (cémo funciona a nivel molecular), su evolucion (desde las primeras nucleasas
hasta los editores de bases y prime editors), y sus diversas aplicaciones en el &mbito de la salud

humana.

Actualizado: Dada la velocidad vertiginosa de los descubrimientos en este campo, la investigacion
se centrara en la literatura mas reciente, priorizando los hallazgos de los ultimos afios para reflejar

el estado del arte de la tecnologia y sus aplicaciones clinicas y de investigacion.

Tipo Revision Bibliografica Sistematica:

La monografia no contendra investigacion experimental original. En su lugar, se basara en
una revision rigurosa, organizada y reproducible de la literatura cientifica existente. Esto implica
la aplicacion de una metodologia definida (como se describid anteriormente) para la bldsqueda,
seleccion, evaluacion critica y sintesis de articulos cientificos de alta calidad. El objetivo es

minimizar el sesgo y proporcionar una panoramica completa y fiable del conocimiento acumulado.

Centrado en la Tecnologia de Edicion Genética CRISPR-Cas9:

El nacleo de la monografia es la tecnologia CRISPR-Cas9, reconociéndola como la herramienta

mas influyente y de mayor impacto en la edicion genética actual. Aunque se mencionaran
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brevemente otras herramientas de edicion (ZFNs, TALENSs) para contextualizar, el enfoque
principal estard en las particularidades, ventajas, desafios y avances de CRISPR-Cas9 y sus

derivados (como los editores de bases o prime editors).
Aplicaciones Transformadoras en la Medicina Humana:

Se enfatizara el potencial revolucionario de CRISPR-Cas9 para el diagnostico, tratamiento y
prevencion de enfermedades. Esto abarca desde la creacion de modelos de enfermedad para
investigacion, el desarrollo de terapias génicas para corregir mutaciones causantes de
enfermedades hereditarias, su uso en inmunoterapia contra el cancer, hasta estrategias para
combatir enfermedades infecciosas y avanzar en la medicina regenerativa. La palabra
"transformadoras” subraya el cambio de paradigma que esta tecnologia esta provocando en la

biomedicina.
Implicaciones Eticas y Regulatorias:

La monografia va mas alla de los aspectos puramente cientificos para abordar las complejas
consideraciones bioéticas, legales y sociales que surgen del poder de la edicion genética. Esto
incluye debates cruciales sobre la modificacidn de la linea germinal, la equidad en el acceso a las
terapias, la seguridad a largo plazo de las intervenciones y el papel de la gobernanza global en la
regulacion de esta tecnologia. La inclusion de este componente es fundamental para una vision

integral y responsable del tema.

En sintesis, esta investigacion se define como un compendio analitico y actualizado que destila la
vasta informacién cientifica sobre CRISPR-Cas9 para ofrecer una comprension profunda de su

funcionamiento, su impacto actual y futuro en la salud humana, y los dilemas éticos y sociales que
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su uso plantea. Su objetivo es ser una referencia clara y concisa para estudiantes y profesionales

interesados en la vanguardia de la medicina gendmica.

5.2Tipos de edicidon genética

La tecnologia CRISPR-Cas9 no es una entidad monolitica, sino un conjunto de herramientas
moleculares que han evolucionado rapidamente desde su descubrimiento, permitiendo realizar
diferentes tipos de modificaciones genéticas con una precision y versatilidad crecientes. Aunque
la base comun es el uso de un ARN guia para dirigir una enzima Cas a un sitio especifico del ADN,
las modificaciones a esta arquitectura basica han dado lugar a métodos de edicion con capacidades

muy distintas.
1. Edicion Genética Clasica Basada en Rupturas de Doble Cadena (DSB)

Este es el tipo de edicion original y mas conocido de CRISPR-Cas9, que se basa en la induccion
de una ruptura de doble cadena (DSB, Double-Strand Break) en el ADN en un sitio genémico

especifico. El proceso implica:

ARN guia (sgRNA): Una molécula de ARN sintética disefiada para ser complementaria a la

secuencia de ADN objetivo.

Proteina Cas9: Una nucleasa (enzima que corta el ADN) que es dirigida por el sgRNA al sitio
deseado. Cas9 introduce una DSB a aproximadamente 3-4 pares de bases rio arriba de una
secuencia corta conocida como Motivo Adyacente al Protoespaciador (PAM), que es crucial para

el reconocimiento por Cas9 y la especificidad del corte.

Una vez que se produce la DSB, la célula activa sus mecanismos de reparacion del ADN. La via
de reparacion predominante y mas utilizada en este tipo de edicion son:
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Union de Extremos No Homélogos (NHEJ - Non-Homologous End Joining): Esta es la via de
reparacion mas comun y rapida. Es propensa a errores y a menudo introduce pequefias inserciones
o deleciones (indels) en el sitio de corte. Estas indels pueden desplazar el marco de lectura de un
gen o introducir codones de terminacidn prematuros, llevando a la inactivacion del gen (conocido

como "knockout™). Esta es una estrategia fundamental para estudiar la funcion de los genes.

Reparacion Dirigida por Homologia (HDR - Homology-Directed Repair): Esta via es mucho
mas precisa pero menos eficiente, ya que requiere una plantilla de ADN homologa para reparar la
ruptura. Al proporcionar una plantilla de ADN exdgena que contiene la secuencia deseada (por
ejemplo, un gen corregido 0 una nueva secuencia) con brazos de homologia que flanquean el sitio
de corte, los investigadores pueden lograr inserciones, deleciones o sustituciones de bases
altamente precisas (conocido como "knock-in™ o correccion puntual). Esta es la base para la

correccion de mutaciones patogénicas en terapias genicas.

Ventajas: Simplicidad conceptual, alta eficiencia para knockouts. Limitaciones: La dependencia
de DSBs puede causar efectos fuera de objetivo (off-target effects) en sitios gendmicos similares,
lo que puede llevar a mutaciones no deseadas. La HDR es a menudo ineficiente en muchas células,

limitando la precisién de las correcciones.

Edicion Basada en Bases (Base Editing)

Para superar la necesidad de rupturas de doble cadena y la baja eficiencia de HDR para
correcciones puntuales, se desarrollaron los editores de bases. Estos sistemas permiten la
conversion directa de una base de ADN en otra sin introducir una DSB. Esto se logra fusionando
una enzima desaminasa (que modifica quimicamente una base) a una Cas9 modificada que no

corta ambas cadenas de ADN (conocida como Cas9 "nickasa™ o dCas9 "muerta™).
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Existen dos tipos principales de editores de bases:

Editores de Bases de Citosina (CBEs): Convierten citosina (C) en timina (T) (a través de un
intermedio uracilo). Estos sistemas fusionan una citosina desaminasa a una Cas9 nickasa o dCas9.
La Cas9 se une a la secuencia objetivo, y la desaminasa convierte la C en U (uracilo). La
maquinaria de reparacion de ADN de la célula reconoce el uracilo como un error y lo reemplaza

por timina.

Editores de Bases de Adenina (ABEs): Convierten adenina (A) en guanina (G) (a través de un
intermedio inosina). Estos sistemas fusionan una adenina desaminasa a una Cas9 nickasa o dCas9.
Similarmente, la Cas9 se une, la desaminasa convierte la A en inosina, y la célula repara la inosina

a guanina.

Ventajas: Permiten correcciones de bases individuales con alta eficiencia y sin inducir DSBs, lo
que reduce drasticamente los efectos off-target y la citotoxicidad. Son ideales para mutaciones
puntuales comunes en enfermedades genéticas (ej., mutaciones missense). Limitaciones: Solo
pueden realizar un nimero limitado de conversiones de bases (C>T, A>G, y sus complementarias).

No pueden insertar o eliminar bases, ni realizar reemplazos de secuencias mas grandes.

Edicidén Principal (Prime Editing)

Considerado un avance significativo sobre la edicidn de bases, el Prime Editing permite una gama
mucho mas amplia de modificaciones genéticas sin requerir una DSB completa o una plantilla de

ADN de doble cadena donante. Este sistema utiliza un complejo de dos componentes principales:

Cas9 nickasa: Una version de Cas9 que solo corta una de las hebras del ADN, creando una

"muesca” (nick) en lugar de una DSB completa.
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Transcriptasa Reversa (RT): Una enzima fusionada a la Cas9 nickasa, capaz de sintetizar ADN

a partir de una plantilla de ARN.

ARN guia de edicion principal (pegRNA - prime editing guide RNA): Este ARN es la clave
del Prime Editing. No solo contiene la secuencia que dirige la Cas9 nickasa al sitio objetivo, sino
que también lleva una plantilla de ARN (conocida como plantilla de transcriptasa reversa, 0 RT
template) que codifica la secuencia de ADN deseada (la nueva secuencia a insertar, corregir o

eliminar) y un cebador (primer binding site, PBS) para la transcriptasa reversa.

Mecanismo: La Cas9 nickasa crea una muesca en una hebra de ADN en el sitio objetivo. El
extremo libre de esta hebra se hibrida con el cebador del pegRNA. La transcriptasa reversa luego
utiliza la plantilla de RT del pegRNA para sintetizar directamente la nueva secuencia de ADN en
el sitio de la muesca. Posteriormente, la célula repara la otra hebra, resultando en la incorporacion

permanente de la edicion.

Ventajas:

Permite los 12 tipos posibles de sustituciones de bases.

Puede insertar pequefias secuencias de ADN (hasta decenas de bases).

Puede realizar deleciones de secuencias pequefias.

Evita las DSBs, lo que reduce los efectos off-target y la toxicidad.

No requiere una plantilla de ADN exdgena para HDR.

Limitaciones: Es mas complejo de disefiar y de entregar a las células que la Cas9 clasica o los

editores de bases. La eficiencia puede variar segun el tipo de edicién y la ubicacion genomica.

Sistemas CRISPR de Interferencias (CRISPRI) y Activacion (CRISPRa)
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Estos sistemas utilizan una Cas9 "muerta" (dCas9), que es una versién de Cas9 que ha sido
genéticamente modificada para perder su actividad nucleasa (no corta el ADN). En su lugar, la

dCas9 se fusiona con dominios efectores que pueden:

CRISPR de Interferencia (CRISPRi): Un dominio represor (por ejemplo, el dominio KRAB) se
fusiona a la dCas9. Cuando la dCas9 se dirige a la region promotora o codificante de un gen, el
dominio represor puede silenciar la expresion génica sin alterar la secuencia del ADN. Esto es

atil para estudiar la funcion de los genes al "apagarlos" temporalmente.

CRISPR de Activacion (CRISPRa): Un dominio activador (por ejemplo, VP64, p65) se fusiona
a la dCas9. Cuando la dCas9 se dirige a la region promotora de un gen, el dominio activador puede

aumentar la expresion génica. Esto permite “"encender"” genes especificos para investigacion.

Ventajas: Permiten modular la expresion génica de forma reversible y sin alterar la secuencia del
ADN, lo que es valioso para la investigacion funcional. Limitaciones: No son herramientas de

edicion de ADN; no modifican la secuencia genética de forma permanente.

En conclusién, la evolucion de CRISPR-Cas9 ha dado lugar a una potente caja de herramientas
moleculares, cada una con capacidades y limitaciones especificas. Desde las "tijeras moleculares™
que inducen DSBs hasta los sofisticados editores de bases y prime editors que permiten
modificaciones puntuales sin cortes de doble cadena, y los sistemas de modulacion de la expresion
génica (CRISPRi/a), esta tecnologia continla expandiendo su alcance y precision, abriendo

avenidas sin precedentes para la investigacion y la terapia en medicina humana.
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5.3Causas para realizar la edicién genética
La Carga de las Enfermedades Genéticas Hereditarias
Una de las causas mas apremiantes y éticamente justificadas para la edicién genética es la
busqueda de curas para enfermedades genéticas hereditarias. Millones de personas en todo el
mundo sufren condiciones devastadoras causadas por mutaciones en un solo gen (monogeénicas) o
por la interaccién de maultiples genes (poligénicas). Enfermedades como la fibrosis quistica, la
anemia falciforme, la distrofia muscular de Duchenne, la enfermedad de Huntington, la hemofilia
y la atrofia muscular espinal a menudo conllevan una morbilidad significativa y una reduccion

dréastica de la esperanza y calidad de vida.

Tradicionalmente, los tratamientos para estas enfermedades han sido principalmente sintomaticos
o paliativos, abordando los efectos de la enfermedad pero no su causa raiz a nivel genético. La
edicion genética ofrece la posibilidad de corregir directamente la mutacion patogénica en el ADN
del paciente, lo que podria resultar en una cura definitiva en lugar de un manejo cronico. Este
potencial transformador para erradicar enfermedades incurables es una fuerza motriz fundamental

detras de la investigacion en CRISPR-Cas?9.
Necesidad de Modelos de Enfermedad Precisos para la Investigacion Biomédica

Antes de CRISPR, la creacion de modelos de enfermedades genéticas en células y animales era un
proceso lento, costoso y a menudo impreciso. Sin modelos precisos que repliquen fielmente las
mutaciones humanas, es extremadamente dificil entender la progresién de una enfermedad,
identificar nuevos objetivos terapéuticos o probar la eficacia y seguridad de farmacos

experimentales.
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La edicion genética con CRISPR-Cas9 ha revolucionado la creaciéon de modelos de

enfermedad. Permite:

Introducir mutaciones especificas en lineas celulares humanas (ej., células madre pluripotentes

inducidas, iPSCs) para estudiar la patogénesis in vitro.

Generar modelos animales (ratones, ratas, cerdos, etc.) con ediciones genéticas precisas que
simulan enfermedades humanas, permitiendo estudiar la enfermedad en un organismo completo y

probar terapias in vivo.

Crear lineas celulares "'reporteras' que expresan un marcador cuando un gen especifico es

activado o desactivado, facilitando el cribado de farmacos.

Esta capacidad sin precedentes para generar modelos genéticamente definidos es crucial para
acelerar el descubrimiento de farmacos, la validacion de biomarcadores y el avance de la
comprension de enfermedades complejas como el cancer, el Alzheimer, el Parkinson y las

enfermedades cardiovasculares, donde la genética juega un papel significativo.

Desarrollo de Terapias Innovadoras y Estrategias Anti-Cancer

La edicion genética no solo busca corregir defectos, sino también potenciar las capacidades

inherentes del cuerpo o dirigir ataques especificos contra enfermedades.

Inmunoterapias Avanzadas: En el campo de la oncologia, CRISPR-Cas9 permite la ingenieria
de células inmunes (ej., células T) para mejorar su capacidad de reconocer y destruir células
cancerosas. Se pueden realizar ediciones para hacer que las células CAR-T sean mas persistentes,
especificas o para eliminar genes que las frenan, abriendo nuevas vias para tratamientos contra el

cancer mas efectivos y personalizados.
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Resistencia a Enfermedades Infecciosas: La edicion genética también se investiga para conferir
resistencia a enfermedades infecciosas. Por ejemplo, se busca eliminar el ADN viral latente (como
el del VIH) de las células o modificar genes del huésped para que las células sean resistentes a la

infeccion por ciertos patdgenos.

Modulacién de Genes para Tratar Enfermedades Complejas: Més alla de las enfermedades
monogénicas, CRISPR-Cas9 puede usarse para modular la expresion de genes implicados en
enfermedades poligénicas o multifactoriales, como la diabetes tipo 2, la obesidad o las

enfermedades autoinmunes, abriendo vias para terapias génicas mas amplias

Limitaciones de las Tecnologias de Edicion Genética Preexistentes

Antes de CRISPR-Cas9, existian herramientas de edicion genética como las Nucleasas de Dedos
de Zinc (ZFNs) y los Efectores Tipo Activador de Transcripcién (TALENS). Si bien fueron

innovadoras en su momento, presentaban limitaciones significativas:

Complejidad y Costo: Eran notoriamente dificiles y costosas de disefiar y sintetizar para cada

nuevo objetivo genético.

Escalabilidad Limitada: Su desarrollo no era facilmente escalable para aplicaciones de alto

rendimiento o para explorar multiples objetivos génicos de forma rapida.

Eficiencia Variable: La eficiencia de la edicién podia ser inconsistente entre diferentes objetivos

y tipos celulares.

Avance en la Comprension de la Funcién Génica

Mas alla de la correccion de enfermedades, la edicion genética es una herramienta fundamental en

la investigacion bésica para comprender la funcion de los genes. Al inactivar (knockout), activar
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(CRISPRa), interferir (CRISPRIi) o modificar con precisién genes especificos, los cientificos

pueden:

Dilucidar las vias bioldgicas: Entender como los genes interactian y forman redes reguladoras

que controlan procesos celulares y fisiologicos.

Identificar nuevos objetivos farmacoldgicos: Al comprender qué genes son esenciales para la

progresion de una enfermedad, se pueden desarrollar terapias dirigidas.

Explorar el genoma no codificante: CRISPR permite investigar la funcion de las vastas regiones
del ADN que no codifican proteinas, pero que tienen un papel crucial en la regulacion génica y la

enfermedad.

5.4Consecuencias de la edicion genética
La . Consecuencias Positivas y Avances Biomédicos
Las consecuencias mas directas y esperadas de la edicién genética con CRISPR-Cas9 se observan

en el avance médico y cientifico:

Curacion Potencial de Enfermedades Genéticas Incurables: La consecuencia mas significativa
es la esperanza real de curar enfermedades genéticas monogénicas y poligénicas que hasta ahora
solo contaban con tratamientos paliativos. La capacidad de corregir mutaciones especificas en el
ADN abre la puerta a la erradicacion de condiciones como la anemia falciforme, la fibrosis
quistica, la enfermedad de Huntington, y potencialmente, enfermedades neurolégicas y
cardiovasculares con componentes genéticos. Ya se estan realizando ensayos clinicos que

muestran resultados prometedores, lo que podria transformar la vida de millones de pacientes.
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Revolucion en la Investigacion Biomédica: CRISPR-Cas9 ha acelerado drasticamente la
investigacion al permitir la creacion réapida y precisa de modelos celulares y animales de
enfermedades. Esto ha llevado a una comprension mas profunda de la patogénesis de diversas
afecciones, a la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y a un cribado de farmacos mas

eficiente y relevante, acortando los tiempos de desarrollo de nuevas terapias.

Desarrollo de Terapias Celulares Avanzadas: La edicion genética permite ingenieria de
precision en células inmunes, como en el desarrollo de terapias CAR-T y TCR-T maés sofisticadas
para el cancer. Al editar los genes de estas células, se pueden mejorar su persistencia, especificidad
y capacidad para evadir los mecanismos de resistencia tumoral, resultando en tratamientos

oncolégicos mas potentes.

Estrategias Novedosas contra Enfermedades Infecciosas: CRISPR-Cas9 también ofrece vias
para combatir infecciones persistentes, como el VIH, mediante la eliminacion del genoma viral
integrado o la induccidn de resistencia en las células del huésped. Asimismo, se explora su uso

como herramienta antibacteriana o antiviral directa.

Mejora de la Medicina Regenerativa: La capacidad de corregir defectos genéticos en células
madre pluripotentes inducidas (iPSCs) permite generar células y tejidos sanos para trasplante,
abriendo la puerta a terapias regenerativas personalizadas y sin riesgo de rechazo inmunoldgico si

se utilizan las propias células del paciente.
Consecuencias Negativas y Desafios Técnicos

A pesar de los avances, la aplicacion de CRISPR-Cas9 no esté exenta de riesgos y desafios técnicos

gue generan consecuencias indeseadas:
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Efectos Fuera de Objetivo (Off-Target Effects): Una de las principales preocupaciones es la
posibilidad de que CRISPR-Cas9 realice cortes no deseados en sitios del genoma que son
similares, pero no idénticos, al objetivo. Estas mutaciones "fuera de objetivo" pueden tener
consecuencias impredecibles y potencialmente dafiinas, como la activacién de oncogenes o la
inactivacion de genes supresores de tumores, lo que podria llevar al cancer o a otras patologias.
Aungue se han desarrollado variantes de Cas9 y estrategias para mitigar estos efectos (como la
Cas9 de alta fidelidad o los editores de bases), el riesgo persiste y requiere una monitorizacion

exhaustiva en aplicaciones clinicas.

Mosaico Celular: La edicion genética puede no ocurrir en todas las células de un tejido u érgano,
dando lugar a un mosaico de células editadas y no editadas. Esto podria reducir la eficacia de la

terapia y complicar la evaluacion de los resultados.

Respuesta Inmune: El sistema CRISPR-Cas9 es de origen bacteriano. Esto significa que el
sistema inmune humano podria reconocer la proteina Cas9 como extrafia y generar una respuesta
inmunitaria adversa, lo que podria neutralizar la terapia o causar reacciones inflamatorias. La
presencia de anticuerpos preexistentes en la poblacion general contra Cas9 de bacterias comunes

(€j., S. pyogenes) es una preocupacion real.

Desafios de Entrega (Delivery): Llevar el complejo CRISPR-Cas9 al tipo celular y tejido
especifico in vivo de manera segura y eficiente es un obstaculo importante. Los vectores virales
(como AAV) y no virales (nanoparticulas lipidicas) tienen sus propias limitaciones en cuanto a

capacidad de carga, tropismo y seguridad, lo que afecta la viabilidad de muchas terapias.

Consecuencias Inesperadas a Largo Plazo: Dado que es una tecnologia relativamente nueva, las

consecuencias a largo plazo de las modificaciones genéticas en el organismo humano aun no se
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comprenden completamente. Podrian surgir efectos pleiotropicos o alteraciones en la homeostasis

celular gque no son evidentes a corto o mediano plazo.
C. Consecuencias Eticas, Sociales y Regulatorias

Las implicaciones no cientificas de la edicion genética son quizds las mas complejas y
debatidas:Dilema de la Edicion de la Linea Germinal: La capacidad de modificar el ADN en
gametos o0 embriones humanos (edicion de la linea germinal) plantea la consecuencia mas
controvertida. Estas modificaciones serian heredables a las futuras generaciones, lo que levanta
preocupaciones sobre alteraciones permanentes del patrimonio genético humano, la posibilidad de
"bebés de disefio” (designer babies), la eugenesia y la creacion de nuevas formas de desigualdad.
La comunidad cientifica global ha pedido una moratoria en esta practica hasta que se establezcan

marcos éticos y regulatorios robustos.

Equidad y Acceso: Si las terapias genéticas se vuelven curativas y costosas, surge la consecuencia
de la amplificacion de las desigualdades en salud. ;Quién tendra acceso a estas terapias que salvan
vidas? ¢Se creardn nuevas brechas entre aquellos que pueden permitirselas y aquellos que no? Es

crucial desarrollar modelos de acceso equitativo para evitar una "medicina para ricos".

Usos No Terapéuticos y Mejora Humana: Existe la preocupacion de que la edicion geneética
pueda ser utilizada para la "mejora” de caracteristicas humanas no relacionadas con enfermedades
(ej., aumento de inteligencia, fuerza fisica, rasgos estéticos). Esto abre un debate profundo sobre
qué se considera "terapia” y donde trazar la linea entre curacion y mejora, con implicaciones para

la diversidad humana y la percepcion de lo que es "normal”.

Marco Regulatorio Inmaduro: La velocidad de avance de la tecnologia supera a menudo la

capacidad de los marcos regulatorios para adaptarse. La consecuencia es un vacio legal y ético en
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muchas jurisdicciones, lo que genera incertidumbre y el riesgo de un uso irresponsable de la

tecnologia. La necesidad de una gobernanza global y acuerdos internacionales es apremiante.

Percepcion Publica y Confianza: Las consecuencias de la edicion genética también se
manifiestan en la percepcion puablica. El sensacionalismo o el uso irresponsable pueden erosionar
la confianza pablica en la ciencia, dificultando el progreso legitimo y beneficioso de estas terapias.

La comunicacion transparente y la educacién son esenciales.

5.5Aplicaciones terapeuticas actuales
Tratamiento de Enfermedades Hematoldgicas: Anemia Falciforme y Beta-Talasemia
Este es el ambito donde CRISPR-Cas9 ha logrado su mayor éxito clinico hasta la fecha,

marcando un hito historico.

Casgevy (Exagamglogene autotemcel o exa-cel): Desarrollado por CRISPR Therapeutics y
Vertex Pharmaceuticals, Casgevy es la primera terapia basada en CRISPR-Cas9 en recibir
aprobacién regulatoria (en el Reino Unido en noviembre de 2023, y luego en EE. UU. en diciembre
de 2023 para la enfermedad de células falciformes, y en enero de 2024 para la beta-talasemia

dependiente de transfusiones).

Mecanismo de accion: Casgevy es una terapia ex vivo y autologa. Esto significa que las células
madre hematopoyéticas (formadoras de sangre) se extraen de la medula 6sea del propio paciente.
Luego, estas células se editan genéticamente fuera del cuerpo utilizando CRISPR-Cas9 para
aumentar la produccion de hemoglobina fetal (HbF). La HbF es una forma de hemoglobina que
normalmente solo se produce antes del nacimiento, pero que puede compensar la produccién

defectuosa de hemoglobina adulta en la anemia falciforme y la beta-talasemia, reduciendo los
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sintomas de la enfermedad. Una vez editadas, las células se reinfunden al paciente después de un

régimen de acondicionamiento (quimioterapia) para hacer espacio en la médula 6sea.

Resultados y Significado: Los ensayos clinicos (por ejemplo, los estudios CLIMB-111 y CLIMB-
121) han mostrado que Casgevy es capaz de eliminar o reducir significativamente la necesidad de
transfusiones de sangre y los eventos vaso-oclusivos dolorosos en pacientes con estas
enfermedades, lo que representa una cura funcional para muchos. Su aprobacion es un testimonio

de la viabilidad y el potencial clinico de la edicidn genética.

Otras Aproximaciones: Otros ensayos clinicos estan investigando enfoques similares, como el
uso de CRISPR para corregir directamente la mutacion en el gen de la beta-globina en pacientes

con anemia falciforme, o para silenciar genes que empeoran la enfermedad.

B) Inmunoterapia contra el Cancer (Células T Ingenierizadas)

CRISPR-Cas9 esta revolucionando el campo de la inmunoterapia adoptiva del cancer,
particularmente en el desarrollo de células T con receptores de antigeno quimérico (CAR-T) y

células T con receptores de células T (TCR-T).
Edicion de Células CAR-T/TCR-T:

Eliminacion de Genes Inhibitorios: Los investigadores utilizan CRISPR-Cas9 para eliminar
genes que suprimen la actividad de las células T, como PD-1 (inhibidor de punto de control). Al
"eliminar" PD-1 de las células T, estas pueden persistir y atacar el tumor de manera mas efectiva,

mejorando la durabilidad y eficacia de la terapia CAR-T.

Mejora de la Seguridad y Especificidad: CRISPR-Cas9 permite editar las células T para reducir

el riesgo de enfermedad de injerto contra huésped (GvHD) en terapias alogénicas (de donantes) o
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para hacer que las células T sean mas especificas contra los tumores, minimizando el dafio a los

tejidos sanos.

Creacion de Células T Universales (Aldgenas): La edicion genética facilita la creacién de células
CAR-T que pueden usarse en cualquier paciente (alégenas o "off-the-shelf"). Esto se logra
eliminando el receptor de células T enddgeno (TCR) para prevenir GVHD y, en ocasiones, el gen

MHC de Clase | para evitar el rechazo por parte del sistema inmune del receptor.

Ensayos Clinicos Actuales: Numerosos ensayos clinicos (fases I/11) estan en curso a nivel global,
investigando células T editadas con CRISPR para tratar una variedad de canceres hematoldgicos
(leucemias, linfomas) y tumores sélidos. Los primeros resultados han sido alentadores en términos

de seguridad y viabilidad, aunque la eficacia aln se esta optimizando.

Enfermedades Oculares Hereditarias

Las enfermedades oculares hereditarias son candidatas ideales para la edicion genética in vivo
debido a que el ojo es un 6rgano accesible y relativamente inmunoprivilegiado, lo que facilita la

entrega de los componentes de CRISPR y reduce el riesgo de efectos sistémicos.

Amaurosis Congénita de Leber (LCA): Un ensayo clinico pivotal (BRILLIANCE,
NCT03874272) esta evaluando la edicion genética in vivo en pacientes con LCA causada por
mutaciones en el gen CEP290. Se utiliza un vector de virus adenoasociado (AAV) para administrar
el CRISPR-Cas9 directamente en el ojo, buscando corregir la mutacion. Los resultados
preliminares han mostrado mejoras visuales en algunos pacientes, siendo uno de los primeros

ejemplos de edicion genética in vivo en humanos.
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Otras Retinopatias Hereditarias: Se estan investigando enfoques similares para otras
enfermedades retinianas genéticas, aprovechando la posibilidad de la inyeccion directa en el ojo

para entregar los componentes de edicion.
Enfermedades Hepéticas Genéticas

El higado es un 6rgano atractivo para la edicion genética in vivo debido a su tamario, su papel

central en el metabolismo y la capacidad de las células hepaticas para incorporar material genético.

Amiloidosis por Transtiretina (ATTR): Un ensayo clinico (HELIOS-B) esta investigando un
enfoque de edicion in vivo para reducir la produccion de la proteina transtiretina mutada, que se
acumula y causa dafio a los 6rganos. Se utilizan nanoparticulas lipidicas (LNP) para entregar el
ARN guia y el ARN mensajero (ARNm) de Cas9 a los hepatocitos, lo que lleva a la interrupcion
del gen TTR. Resultados iniciales han mostrado una reduccion significativa y sostenida de la

proteina TTR, lo que sugiere un gran potencial para estas terapias.

Hipercolesterolemia Familiar: Se estan explorando terapias CRISPR in vivo para inactivar el gen
PCSK9 en el higado, lo que lleva a una reduccién dréstica de los niveles de colesterol LDL
("colesterol malo™). Esto podria ofrecer una solucién de una sola vez para pacientes con esta

condicion genética.

Edicidn de Genes en VIH/SIDA

Aunque aun predominantemente en fases preclinicas o tempranas de ensayos, la edicion genética

con CRISPR-Cas9 se perfila como una estrategia prometedora para erradicar el VIH:
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Eliminacion del Genoma Viral Latente: CRISPR se estd utilizando para dirigir y escindir
directamente el ADN proviral del VIH que se integra en el genoma de las células del huésped, lo

que es la principal causa de la persistencia y rebote del virus.

Induccion de Resistencia Celular: Otro enfoque es la edicion del gen CCR5 en las células T, un
co-receptor crucial que el VIH utiliza para entrar en las células. La inactivaciéon de CCR5
(replicando la mutacion natural delta-32 que confiere resistencia al VIH) podria hacer que las

células inmunes sean resistentes a la infeccion.
Otros Campos en Desarrollo (Ensayos Tempranos)

Enfermedades Neuromusculares: Se estan explorando terapias para la distrofia muscular de
Duchenne (DMD), la miocardiopatia asociada a DMD y otras miopatias, buscando corregir las

mutaciones en el gen de la distrofina o silenciar genes toxicos.

Enfermedades Hepaticas Metabolicas: Investigaciones en fases tempranas para corregir

mutaciones que causan enfermedades como la tirosinemia tipo 1 o el trastorno del ciclo de la urea.

Cancer (Edicién de Genes de Tumores): Ademas de la inmunoterapia, se investiga la posibilidad
de editar directamente genes oncogénicos en las células tumorales o restaurar la funcion de genes

supresores de tumores.
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VI. CONCLUSION

La investigacion y el analisis detallado de la edicion genética con CRISPR-Cas9 para esta
monografia confirman su estatus como una de las tecnologias méas disruptivas y prometedoras de
la medicina moderna. Lo que comenzé como una fascinante observacion de un sistema de defensa
bacteriano se ha transformado, en poco més de una década, en una herramienta molecular
extraordinariamente versatil, precisa y accesible, redefiniendo los limites de lo que es posible en

el tratamiento de enfermedades.

Hemos explorado cémo los fundamentos moleculares de CRISPR-Cas9, basados en la capacidad
de una ARN guia para dirigir la nucleasa Cas9 a sitios especificos del ADN para inducir rupturas,
han sentado las bases para una diversidad de enfoques de edicién. Desde la edicion clasica
mediante rupturas de doble cadena (DSBs), que permite la inactivacidn génica (knockouts) o la
insercidn precisa de secuencias (knock-ins) a través de la reparacion dirigida por homologia, hasta
las innovadoras herramientas de edicion de bases (que posibilitan la conversion directa de
nucledtidos sin DSBs) y el prime editing (que ofrece una versatilidad sin precedentes para la
insercién, delecion o sustitucion de bases sin rupturas completas), la tecnologia ha evolucionado

para abordar las complejidades del genoma humano con creciente sofisticacion y seguridad.

Las causas para la adopcion y el desarrollo exponencial de la edicién genética son profundas y
multifacéticas. La principal motivacion es la urgente necesidad de encontrar curas definitivas para
las enfermedades genéticas hereditarias, que afectan a millones de personas sin opciones
terapéuticas adecuadas. Ademas, la edicion genética ha demostrado ser indispensable para la
creacion de modelos de enfermedades precisos, acelerando la investigacion bésica y el
descubrimiento de farmacos. No menos importante ha sido su capacidad para potenciar terapias
existentes y crear nuevas, como las inmunoterapias avanzadas para el cancer, y abrir caminos
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prometedores para combatir enfermedades infecciosas y fomentar la medicina regenerativa. La
simplicidad y eficiencia de CRISPR-Cas9, en contraste con herramientas predecesoras como ZFNs

y TALENS, han catapultado su adopcién global.

Las aplicaciones terapéuticas actuales son un testimonio palpable del impacto de CRISPR-Cas9.
La reciente aprobacion de Casgevy (exa-cel) para la anemia falciforme y la beta-talasemia en
Estados Unidos y el Reino Unido marca un hito histérico, demostrando que la edicion genética
puede ofrecer una cura funcional para enfermedades hematoldgicas graves. Este éxito pionero
allana el camino para una vasta gama de tratamientos futuros. Asimismo, los prometedores
resultados en inmunoterapia contra el cancer (con células CAR-T/TCR-T genéticamente editadas),
las enfermedades oculares hereditarias (con ensayos in vivo que muestran mejoras visuales) y las
enfermedades hepaticas genéticas (con reduccion de proteinas patologicas mediante edicion in

vivo) subrayan la amplitud y el dinamismo de este campo.

Sin embargo, el poder de CRISPR-Cas9 también impone una profunda responsabilidad. Las
consecuencias de la edicion genética no son solo de indole biomédica, sino también éticas, sociales
y regulatorias. La posibilidad de efectos fuera de objetivo (off-target effects) y las respuestas
inmunes adversas aln representan desafios técnicos que exigen constante refinamiento. Mas alla
de la ciencia, la discusion sobre la edicion de la linea germinal —con sus implicaciones hereditarias
y el debate sobre la "mejora humana"— exige una deliberacién global cautelosa y marcos
regulatorios robustos que aseguren un uso ético y equitativo. Es imperativo que la equidad en el
acceso a estas terapias de alto costo sea una prioridad, para evitar la ampliacion de las brechas de

salud.

En definitiva, CRISPR-Cas9 no es solo una tecnologia, es un catalizador para una nueva era en la
medicina gendémica. Su capacidad para reescribir el cddigo de la vida ofrece una promesa sin
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precedentes para erradicar el sufrimiento causado por enfermedades genéticas. Sin embargo, su
implementacion requiere un equilibrio delicado entre la audacia cientifica y la prudencia ética. La
investigacion continua, la colaboracién internacional y un dialogo abierto y transparente entre
cientificos, responsables politicos y la sociedad son esenciales para navegar este camino
transformador, asegurando que el poder de la edicidn genética se utilice para el beneficio de toda
la humanidad. La medicina del futuro, sin duda, estara profundamente moldeada por las tijeras

moleculares de CRISPR-Cas9.
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Abstracto

Como una herramienta muy p dora para el tratamiento de dades humanas

hereditarias, el sistema de nucleasas Cas9-CRISPR (repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas) ha cautivado la imaginacion del publico, con su
precision y versatilidad comparandose con las tijeras genéticas y las capacidades de edicion

letra por letra de los procesadores de texto. ! Ya no es hipotético, CRISPR-Cas9 esti

para los equipos médicos. Como se deseribe en este
nimero de la reviste , Frangoul y sus colegas 2 han utilizado la tecnologia de edicién genética

para lograr un nivel notable de correccién funcional del fenotipo de l2 enfermedad en dos

d di det fusi con B-tal; ia 0 anemia de células falciformes al

aliviar la anemia grave. . .
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Abstracto

Desde el descubrimiento de su mecanismo en 2012 y su primera aplicacién para la edicién gendmica
en mamfferos en 2013, CRISPR-Cas3 ha revolucionado el campo de la ingenierfa gendmica y ha

generado innumerables oportunidades tanto en la ciencia basica como en la medicina traslacional. El
primer ensayo clinico de terapias CRISPR se inicié en 2016, empleando células T knockout para PD-1
editadas ex vivo con CRISPR-CasD para el tratamiento del céncer de pulmén de células no pequedias.
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CRISPR Yy sus aplicaciones han transformado
profundamente la investigacién biolégica basica y aplicada. Wang y Doudna anal-
izan ahora los origenes y la utilidad de la edicién genémica basada en CRISPR, los
éxitos y las limitaciones actuales de la tecnologia, y las necesidades de innovacién
e ingenierfa. Los autores describen avances i enel dela
tecnologia de edicién genémica CRISPR y predicen el futuro de este campo.
También destacan ejemplos especificos en medicina y agricultura que demuestran
como CRISPR ya estd impactando a la sociedad, con interesantes oportunidades
parael futuro. —DJ
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Abstracto

La creciente apreciacion de la genética y la gendmica humanas en las enfermedades cardiovasculares
(ECV), acompaada de los avances tecnolégicos en edicion genémica, en particular las tecnologias
CRISPR-Cas9, ha presentado una oportunidad sin precedentes para explorar la aplicacién de la
edicién genémica en la medicina cardiovascular. Bl creciente conjunto de herramientas de edicién
genémica incluye una variedad de sistemas CRISPR-Cas con creciente eficiencia, precisisn, flexibilidad
y capacidad de focalizacién. Durante a titima décads, Ia llegada de tecnologiss de genotipado a gran
escals y estudios de asociacién de nenoma complets (GWAS) ha proporcionad
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Resumen

La B-talasemiz dependiente de transfusion (TDT) v la anemia de células falciformes (ACF) son

fermedad énicas graves con manifestaciones graves Imente mortales. °

BCL1A es un factor de transcripeién que reprime la expresién de y-globina y la hemoglobina

fetal en células eritroides. Realizamos electroporacion de células madre y progenitoras -~
hematopoyéticas CD34+ obtenidas de donantes sanos, con CRISPR-Cas9 dirigido al ®
potenciador especifico eritroide BCLI1A . Aproximadamente el 80% de los alelos en este locus

fueron modificados, sin evidencia de edicion inespecifica. Tras somsterse a micloablacion, @
dos pacientes, uno con TDT y <l otro con ACE, recibieron células CD34+ autologas editadas

con CRISPR-Cas9 dirigido 2l mismo potenciador BCL1IA . Mis de un afio después, ambos L}

pacientes presentaron altos niveles de edicién alélica en la médula 6sea y la sangre, aumentos
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