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RESUMEN

La ediciébn gendmica con CRISPR-Cas9 ha surgido como una herramienta
revolucionaria en la investigacion biomédica, permitiendo una manipulacion
precisa de genes en una amplia variedad de organismos. Uno de los campos mas
prometedores de aplicacion de esta tecnologia es el abordaje de trastornos
genéticos. El objetivo principal de esta revision bibliografica es proporcionar una
vision completa de los logros actuales y las areas de desarrollo de la edicion
genomica en el contexto de trastornos genéticos. Se busca evaluar la eficacia de
las estrategias de edicidon gendmica y explorar las posibles implicaciones clinicas
de esta tecnologia en la terapia de enfermedades genéticas. Se realizé una

busqueda exhaustiva de la literatura cientifica actual en bases de datos
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académicas. Se identificaron estudios preclinicos y clinicos relacionados con la
aplicacién de CRISPR-Cas9 en trastornos genéticos. Se analizaron los enfoques
metodoldgicos utilizados y los resultados obtenidos. Los resultados destacan un
crecimiento significativo en la eficiencia y precision de la ediciéon genémica, asi
como avances en la adaptacién de esta tecnologia a trastornos genéticos
especificos. Se observa un aumento en los ensayos clinicos y enfoques
terapéuticos prometedores. La edicion gendmica con CRISPR-Cas9 representa una
poderosa estrategia para corregir mutaciones genéticas subyacentes a trastornos
hereditarios. Aunque existen desafios técnicos y éticos, los avances actuales

sugieren un futuro prometedor para la terapia génica de precision.

Palabras clave: edicion genémica; CRISPR-Cas9; trastornos genéticos; terapia

génica; mutaciones genéticas.

ABSTRACT

Genome editing with CRISPR-Cas9 has emerged as a revolutionary tool in
biomedical research, allowing precise manipulation of genes in a wide variety of
organisms. One of the most promising fields of application of this technology is
the approach to genetic disorders. The main objective of this literature review is to
provide a comprehensive overview of the current achievements and areas of
development of genome editing in the context of genetic disorders. The aim is to
evaluate the effectiveness of genomic editing strategies and explore the possible
clinical implications of this technology in the therapy of genetic diseases. An
exhaustive search of current scientific literature was carried out in academic
databases. Preclinical and clinical studies related to the application of CRISPR-
Cas9 in genetic disorders were identified. The methodological approaches used

and the results obtained were analyzed. The results highlight significant growth in
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the efficiency and precision of genome editing, as well as advances in adapting this
technology to specific genetic disorders. There is an increase in clinical trials and
promising therapeutic approaches. Genome editing with CRISPR-Cas9 represents
a powerful strategy to correct genetic mutations underlying inherited disorders.
Although technical and ethical challenges exist, current advances suggest a

promising future for precision gene therapy.

Keywords: genome editing; CRISPR-Cas9; genetic disorders; gene therapy; genetic

mutations.

Recibido: 12/10/2023
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Introduccion

La edicion gendmica mediante CRISPR-Cas9 representa una de las innovaciones
mas prometedoras en biotecnologia, ofreciendo un método preciso y eficiente para
modificar el genoma de organismos vivos. Este estudio se justifica dado que los
trastornos genéticos, muchos de los cuales carecen de tratamientos efectivos,

pueden potencialmente ser corregidos o mitigados mediante esta tecnologia.

Al realizar una revision bibliografica exhaustiva, se busca consolidar el
conocimiento actual sobre la eficacia, seguridad, y ética de la aplicaciéon de
CRISPR-Cas9 en trastornos genéticos, identificando areas de consenso vy
controversia, asi como posibles caminos para futuras investigaciones. Esta
revision permitira a la comunidad cientifica y médica entender mejor las

aplicaciones y limitaciones de esta técnica, guiando el desarrollo de terapias
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genéticas mas seqguras y eficaces, al tiempo que informa el debate ético y

regulatorio en torno a su uso clinico.

La edicion gendmica con CRISPR-Cas9 es una de las tecnologias mas
emocionantes y prometedoras en la investigacién biomédica actual. Su potencial
para corregir mutaciones genéticas responsables de trastornos hereditarios ofrece
una oportunidad uUnica de tratar enfermedades que han sido durante mucho tiempo

desafiantes o incluso imposibles de abordar.

La importancia de llevar a cabo esta revision radica en su potencial para resaltar
los desafios y oportunidades de la ediciéon gendmica en la terapia de enfermedades
genéticas. Dado que los trastornos genéticos afectan a un nimero significativo de
personas en todo el mundo, encontrar soluciones efectivas es de suma

importancia.

Han pasado 40 anos desde que un equipo japonés durante sus estudios del
funcionamiento de un enzima los llevara por casualidad al descubrimiento de lo
que hoy se conoce como CRISPR-Cas. Esta técnica se ha convertido a dia de hoy
en una poderosisima herramienta que ha revolucionado el mundo de la genética.
Esta técnica posee cada dia mas aplicaciones, tanto en mejora genética aplicada

a la produccién animal y vegetal, como en terapia génica entre muchas otras.(

CRISPR/Cas9 es un sistema de vigilancia inmunitaria que utiliza las bacterias para
reconocer el material genético de organismos infecciosos. Con el empleo de Cas 'y
RNA especificos, este sistema escinde los acidos nucleicos extrafos en
fragmentos, defendiendo a las bacterias contra los atacantes.? Por otro lado, ha
demostrado tener el potencial para convertirse en un valioso recurso terapéutico
frente a enfermedades hereditarias, virus y neoplasias. A falta de encontrar
métodos que mejoren todavia mas la eficacia de esta tecnologia, las mejores

candidatas para la edicion genética ex vivo serian las células precursoras de las
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series mieloide y linfoide, por la posibilidad de seleccionarlas antes de su

administracion al paciente.®

Varios autores recalcan que CRISPR-CAS9 se ha convertido en una poderosa
herramientade laboratorio, debido a su relativamente bajo precio y su también
relativa facilida de uso que permite que sea adoptada por miles de laboratorios de
todo el mundo.® A pesar de tratarse de wuna tecnologia relativamente
nueva y que se encuentra en constante modernizacion, CRISPR-Cas9 esta
reemplazando a las demas técnicas moleculares con potenciales terapéuticos en
el tratamiento de enfermedades como, por ejemplo, la fibrosis quistica, a partir del

estudio de la correccion de mutaciones en iPSCs.

La evolucién dirigida de CRISPR-Cas9 permitird una mejora mas refinada en la
construccion de herramientas de proxima generacién para promover innovaciones
en cuanto a la terapia clinica.® El uso de CRISPR-Cas9 permite moldear al reino
vegetal como nunca antes se habia logrado, con el fin de mejorar el bienestar
global. Por ejemplo, el desarrollo de genotipos resistentes a insectos o
enfermedades presenta un amplio beneficio para la humanidad, reduciendo o

evitando el uso de plaguicidas y agroquimicos.®

Ademas, el sistema cuenta con la ventaja de que la propia proteina Cas9 es
susceptible de ser modificada, lo que posibilita la generacion de nuevas
aplicaciones creando nuevas proteinas alternativas. Esto ha hecho que, en la
actualidad, la mayoria de investigadores que trabajaban en la edicion dirigida del
genoma hayan ligado sus ultimos avances al uso de este sistema, lo que ha
generado a su vez la aparicion de inconvenientes (cortes off-target, autoinmunidad,
entre otros) que limitan a CRISPR/Cas.(") La edicion genémica con CRISPR-Cas9
ha revolucionado la genética y la medicina, brindando la posibilidad de corregir

mutaciones genéticas responsables de trastornos hereditarios.
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Con respecto a los métodos de terapia génica ya existentes, el sistema CRISPR-
Cas9 mejora a sus antecesores principalmente en selectividad y en la facilidad del
diseno. En contraposicion, se debe mejorar en las técnicas de reparacién del gen
en cuestion y minimizar los efectos no deseados. 4. En definitiva, la terapia génica
basada en sistemas CRISPR-Cas9 cambiara la vida de muchos seres humanos en
un futuro no muy lejano.® Gracias al avance en la investigacion en ciencia basica,
se ha conseguido descubrir la estructura y funcion del sistema CRISPR/Cas, que
ha permitido la creaciéon de una herramienta muy poderosa para la ingenieria

genética.®

CRISPR-Cas9 es hoy en dia la herramienta mas versatil de la ingenieria genéticay,
por su bajo costo y habilidad para editar genomas facilmente, la esta utilizando
ampliamente la comunidad cientifica internacional. A pesar de que existe apoyo
general para su uso clinico, existen preocupaciones éticas y sobre su eficacia y

seguridad en el contexto de la edicion genética de la linea germinal humana.(19

El objetivo de esta revision bibliografica es explorar el estado actual de la
aplicaciéon de CRISPR-Cas9 en el contexto de trastornos genéticos, evaluando su
eficacia, desafios y aplicaciones clinicas. La pregunta cientifica clave que guia esta
investigacion es: ";Cuales son los avances mas recientes en la utilizacion de la
edicién gendmica con CRISPR-Cas9 para abordar trastornos genéticos y cuales
son las perspectivas futuras en este campo?”. Esta pregunta busca proporcionar
una vision integral de como CRISPR-Cas9 se ha convertido en una herramienta
esencial en la terapia génica y como puede allanar el camino hacia tratamientos

mas efectivos para enfermedades genéticas.
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Métodos

Esta revision bibliografica se concibe como una investigaciéon documental, que
involucra la recopilacién, seleccion y analisis critico de literatura cientifica
pertinente. Adopta un enfoque exploratorio para examinar el estado actual de la
edicién gendémica con CRISPR-Cas9 y su aplicacién en trastornos genéticos,
complementado con un enfoque descriptivo que permite resumir y sintetizar los

hallazgos principales.

El estudio se fundamenta en una rigurosa revision de documentos académicos,
articulos de revistas cientificas, libros y recursos en linea que abarcan desde el
surgimiento de la tecnologia CRISPR-Cas9 en la década de 2010 hasta la
actualidad. Las busquedas exhaustivas se realizaron en bases de datos
reconocidas como PubMed, Google Scholar, Scopus y Web of Science, y se
extendieron a metabuscadores como Mendeley y ResearchGate para capturar
literatura adicional relevante, empleando términos de busqueda especificos como

CRISPR-Cas9, edicion gendmica, terapia génica y trastornos genéticos.

Este proceso comenzé con términos de busqueda amplios, seguido de un filtrado
meticuloso para seleccionar articulos cientificos y revisiones literarias pertinentes

al alcance del estudio.

Solo se incluyeron documentos que tratan sobre la aplicacion de CRISPR-Cas9 en
trastornos genéticos, evaluando su eficacia, desafios, aplicaciones clinicas y
perspectivas futuras. Se excluyeron aquellos documentos que no estaban
directamente relacionados con el tema o que no cumplian con los estandares de
calidad académica. Ademas, se mantuvo un estricto cédigo ético en la seleccién
de documentos, asegurando el uso de fuentes respetadas y alineadas con los

principios éticos fundamentales de la investigacion cientifica.
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Resultados

En la revision bibliografica realizada sobre la edicién genémica con CRISPR-Cas9

y su aplicacion en trastornos genéticos, se han identificado varios estudios clave

que destacan la evolucidn y el potencial de esta tecnologia:

Dante, et al. (2020) presentan un estudio que aborda las implicaciones
bioéticas y juridicas de CRISPR-Cas9 como herramienta para la
preservacion del patrimonio genético humano. A través de un analisis de
investigaciones documentales y bibliograficas, se destaca la capacidad de
CRISPR-Cas9 para modificar genes de forma precisa, siendo una
herramienta menos compleja para la manipulacion genética en humanos.('")
D'Angelo, et al. (2020) analizan el impacto de las técnicas CRISPR/Cas9 en
el mejoramiento genético humano desde perspectivas biotecnolégicas,
antropoldgicas, filoséficas y juridicas. Utilizando una metodologia
interdisciplinaria que incluye encuestas y entrevistas, el estudio subraya la
importancia del principio precautorio para regular la practica de la edicion
genética tanto en lineas germinales como somaticas.(1?

Quilez (2017) explora las aplicaciones de CRISPR en la sintesis de nuevos
farmacos. La revision detalla cémo CRISPR/Cas9 ha facilitado el desarrollo
de modelos de enfermedades en células y animales, ampliando las
posibilidades en la farmacéutica.('®

Santalé (2019) evalia las implicaciones de CRISPR/Cas9 en la mejora
genética humana, destacando una reevaluaciéon de la tecnologia ante su
potencial aplicabilidad a medio plazo. El analisis incorpora estudios de
casos y marcos legales, enfatizando la necesidad de reflexionar sobre el

camino futuro en la evolucion humana.(4
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e Wu Ma, Y. (2014) y Zhang, F. (2014) ofrecen una visiéon general sobre los
avances y desafios de CRISPR/Cas9 en la edicion genémica. Ambos
estudios resaltan las ventajas de esta tecnologia para aplicaciones
biolégicas y terapéuticas, destacando su sistema de guia ARN especifico de
secuencia que permite escisiones precisas del ADN.(15

e Martinez (2020)('9 y Lagunas (2019)('" discuten la aplicacion de CRISPR
como herramienta revolucionaria para la edicion de genomas y su
implementacion en el tratamiento de diversas patologias, desde leucemias
hasta canceres.

e Riveros et al. (2020) examinan la capacidad de CRISPR/Cas para realizar
ediciones gendmicas de precision, senalando que, originalmente, los
sistemas CRISPR/Cas evolucionaron para destruir el ADN de virus

bacterianos, demostrando su eficacia y versatilidad.('®

Estos documentos colectivamente subrayan tanto las promesas como los
desafios éticos, legales y practicos que enfrenta la edicion genémica con CRISPR-
Cas9, apuntando hacia una evaluacion continua y critica de sus aplicaciones en la

medicina y la biotecnologia.

Discusion
En el curso de esta exhaustiva revision bibliografica sobre la edicién genémica con
CRISPR-Cas9y su aplicacién en trastornos genéticos, se han descubierto una serie
de hallazgos significativos. Se halla que la tecnologia CRISPR-Cas9 ha
revolucionado la terapia génica y ofrece un potencial sustancial para abordar
trastornos genéticos hereditarios. La investigacion en este campo ha demostrado

resultados prometedores en modelos preclinicos, y se han realizado avances

significativos hacia la aplicacion clinica.
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Este analisis critico de la literatura ha identificado brechas en la investigacion y
areas de desarrollo futuro, incluyendo la necesidad de abordar desafios como la
eficiencia y especificidad de la edicion gendmica, asi como cuestiones éticas
relacionadas con la terapia génica. Ademas, se ha subrayado la importancia de la
colaboracién interdisciplinaria entre cientificos, médicos y bioeticistas para
garantizar que la aplicacion de CRISPR-Cas9 en trastornos genéticos sea ética 'y
segura. Estos resultados ofrecen una base sélida para futuras investigaciones y
para orientar el desarrollo de terapias génicas mas efectivas y seguras en el

contexto de trastornos genéticos.

Existe un gran interés en desarrollar estrategias de entrega no virales para
introducir los componentes de CRISPR/Cas en las células in vivo. Se han probado
compuestos de nanoparticulas lipidicas sélidas, lipofectamina, nanoparticulas de
oro y polimeros catidnicos como vehiculos de entrega no viral de Cas9, y el sgRNA
ha sido capaz de inactivar genes en forma eficiente in vivo en una variedad de

tejidos.(1®)

CRISPR posiciona un paso adelante en la tematica de la edicién genética y en los
ultimos 5 anos esta siendo intensamente aplicada en humanos, animales,
vegetales, bacterias y virus; esta tecnologia se esta utilizando mayormente para
corregir diversos defectos genéticos en personas adultas, por lo tanto, los errores

en el material genético no se trasmitirian a la siguiente generacion.('®)

Entre sus muchas aplicaciones, cabe destacar su papel en la investigacion
farmacéutica y el desarrollo de farmacos; esto se debe a que puede acelerar el
descubrimiento, la validacién y el testeo de nuevos farmacos al optimizar la
generacion de nuevos modelos animales y celulares, asi como la identificacion de
nuevas posibles dianas en organismos patégenos como S. pneumoniae o T.

gondii.(*3
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El proceso posterior de reparaciéon del ADN celular conduce a inserciones,
eliminaciones o sustituciones deseadas en los sitios objetivo. La especificidad de
la escision del ADN mediada por CRISPR/Cas9 requiere secuencias objetivo que
coincidan con el ARNcr y un motivo adyacente protoespaciador ubicado aguas
abajo de las secuencias objetivo. Aqui, se revisa el mecanismo molecular, las
aplicaciones y los desafios de la edicion del genoma mediada por CRISPR/Cas9 y

el potencial terapéutico clinico de CRISPR/Cas9 en el futuro.(19

Sin embargo, su uso plantea dilemas ético-legales cuando se realiza en la linea
germinal humana, ya que puede usarse tanto como una medida terapéutica como
para satisfacer un deseo eugenésico de perfecciéon, dependiendo de las
intenciones del cientifico y del proyecto parental de los padres cuyo ADN se
convertira en el objeto del procedimiento. El debate sobre lo que se considera
“perfeccion” esta abierto a criticas, porque no se puede subyugar la relevancia
social de la diversidad del patrimonio genético y, por lo tanto, su extincién puede

ser profundamente perjudicial para el futuro de la humanidad.(')

Una preocupacion importante acerca de este sistema es su especificidad; aunque
la mutacion fuera del objetivo mediada por CRISPR-Cas9 se ha estudiado
ampliamente, se requieren mas esfuerzos para mejorar aun mas la especificidad
de CRISPR-Cas9. También se discuten las posibles aplicaciones de CRISPR-
Cas9.0% Esta técnica abre la posibilidad de infinidades de operaciones en el

genoma de seres vivos.(1?

Una de las principales controversias que se refieren al sistema CRISPR/Cas surge
de su posible aplicacién en embriones humanos. Esta discusion se debe en gran
parte a la falta de claridad respecto del estado del embrién en la investigacién. ¢La
entidad es simplemente una bola de células o tiene estatus de persona completa?

Incluso si esta justificada, el embriéon como tal no puede dar su consentimiento en

{DG] m Esta obra esté4 bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




7 gnsn:m!cMrEanns Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2023;42:e3354

el momento de la investigacion, ya que la entidad no esta lo suficientemente

desarrollada.('?

Los resultados presentados revelan un enfoque prometedor en el desarrollo de
estrategias de entrega no viral para la introduccion de componentes de
CRISPR/Cas9 en células in vivo. Se han empleado diversos vehiculos de entrega,
como nanoparticulas lipidicas sdlidas, lipofectamina, nanoparticulas de oro y
polimeros catidnicos, que han demostrado inactivar genes eficientemente in vivo

en una variedad de tejidos.

Ademas, se destaca el potencial de CRISPR/Cas9 en la investigacion farmacéutica
y el desarrollo de farmacos, agilizando la generaciéon de modelos celulares y
animales, y permitiendo la sintesis de compuestos terapéuticos. Aunque se
reconoce su revolucionario potencial, se mencionan limitaciones que requieren

una optimizacion continua.

La discusion aborda preocupaciones éticas relacionadas con la edicion genética
en la linea germinal humanay la necesidad de establecer regulaciones adecuadas
para garantizar un uso responsable de CRISPR. Se enfatiza la importancia de
considerar la diversidad genética y evitar una busqueda de la "perfeccion” que
pueda ser perjudicial para la humanidad. Ademas, se plantea la controversia sobre
la aplicacién de CRISPR/Cas9 en embriones humanos, destacando la complejidad

ética de investigar en entidades que no pueden dar su consentimiento.

Los resultados y discusiones presentadas en este articulo subrayan el potencial y
las implicaciones de CRISPR/Cas9 en la edicién gendmica y la necesidad de
abordar cuidadosamente los aspectos éticos, legales y técnicos a medida que esta

tecnologia continda avanzando.

A pesar de la extensa investigacion en este campo, la disponibilidad de literatura

sobre edicion gendémica con CRISPR-Cas9 podria variar, y algunos estudios
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relevantes podrian no haber sido incluidos; por otra parte, dado que la investigacion
en edicién gendmica esta en constante evolucién, algunos de los resultados y

avances que se presentan en la revision podrian volverse obsoletos en el futuro.

Los resultados de esta revision destacan el potencial de la edicion genémica con
CRISPR-Cas9 en el tratamiento de trastornos genéticos. Esto tiene implicaciones
importantes para el desarrollo de terapias genéticas efectivas. La revision subraya
la posibilidad de desarrollar terapias genéticas personalizadas para abordar
trastornos genéticos especificos. Esto podria cambiar radicalmente la forma en
que se tratan estas enfermedades; la revision resalta la importancia de abordar
cuestiones éticas y de seguridad en la edicién gendmica. Las implicaciones éticas

de modificar el genoma humano deben abordarse cuidadosalmente.

La revision senala, ademas, areas de investigacién futura, como la mejora de la
eficiencia y la especificidad de CRISPR-Cas9, asi como la necesidad de evaluar y
mitigar los riesgos asociados. Las implicaciones del estudio también incluyen la
necesidad de una colaboracion interdisciplinaria entre cientificos, médicos y
bioeticistas para garantizar que la edicién gendmica se utilice de manera ética y

segura.

Una reflexidén interesante dentro de esta linea de investigacion es la relacién entre
la COVID-19 y la edicién gendmica con CRISPR-Cas9, pues especialmente en el
contexto de trastornos genéticos, puede explorarse desde varias perspectivas.
Aunque la COVID-19 es una enfermedad infecciosa causada por el virus SARS-CoV-
2, tal como se aborda en disimiles estudios recientes (20-22) y no un trastorno
genético, la tecnologia CRISPR-Cas9 pudiera ser una herramienta potencialmente
util en la lucha contra esta pandemia, asi como en la investigacion genética en

general.
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Aunque CRISPR-Cas9 es distinta del contexto de la COVID-19, las mejoras y el
conocimiento adquirido en la técnica de edicién gendémica pueden beneficiar
indirectamente la investigacion biomédica en un espectro mas amplio, incluyendo

el estudio de trastornos genéticos y enfermedades infecciosas como la COVID-19.
Conclusiones

Esta revisién bibliografica confirma la promesa revolucionaria de la tecnologia
CRISPR-Cas9 en la correccion de trastornos genéticos. Los estudios revisados
indican que esta técnica tiene el potencial de revolucionar la medicina al permitir
la edicion precisa del genoma humano para tratar enfermedades genéticas

hereditarias.

Los hallazgos resaltan la diversidad de aplicaciones de la edicién genémica, que
van desde la correccion de mutaciones puntuales hasta la regulacion de genes y
la eliminacion de secuencias genéticas no deseadas. Esta versatilidad ofrece una

amplia gama de oportunidades terapéuticas.

La revision también pone de manifiesto los desafios técnicos, como la necesidad
de mejorar la eficiencia y la especificidad de CRISPR-Cas9. La edicién precisa del
genoma y la minimizacion de efectos no deseados siguen siendo objetivos
cruciales, haciendo énfasis en la importancia de abordar las implicaciones éticas
y de seguridad asociadas con la edicion genémica. La capacidad de alterar el
genoma humano plantea cuestiones éticas fundamentales, como la edicién de

embriones y la modificacion del genoma en linea germinal.

Finalmente, se destaca la necesidad de una colaboracién interdisciplinaria entre
cientificos, médicos, bioeticistas y reguladores para garantizar que la edicién
gendmica se utilice de manera ética y segura. La ediciéon del genoma plantea

desafios que van mas alla de la ciencia y requiere una consideracion integral.
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