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Resumen

El sistema de Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas, constituye una
herramienta revolucionaria en la edicion genética. Su aplicabilidad se ha expandido desde la edicion de lineas celulares in
vitro hasta la modificacion genética de organismos completos. Este trabajo tiene como objetivo revisar la literatura reciente
sobre su aplicacion en medicina, destacando sus ventajas técnicas, sus principales limitaciones y los dilemas éticos que
plantea. Se resumen resultados de estudios preclinicos y ensayos clinicos en enfermedades como la anemia de células
falciformes, determinados canceres y enfermedades infecciosas de dificil erradicacion, en los que se ha logrado corregir
mutaciones causales y modular la expresion génica. Sin embargo, la introduccién del sistema en medicina enfrenta desafios
técnicos y éticos, dado que la edicion in vivo plantea riesgos de toxicidad, efectos fuera del objetivo y respuestas inmunes.

Pese a sus desafios, esta tecnologia se perfila como una herramienta clave en la biomedicina contemporanea.
Palabras claves: bioética, biomedicina, ensayos clinicos, mutaciones genéticas, terapias avanzadas, tecnologia genomica
Summary

The system of Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats constitutes a revolutionary tool in genetic editing. Its

applicability has expanded from the modification of cell lines in vitro to the
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genetic alteration of whole organisms. This work aims to review recent literature on its application in medicine, highlighting its
technical advantages, its main limitations, and the ethical dilemmas it raises. Results from preclinical studies and clinical trials
are summarized in diseases such as sickle cell disease, certain types of cancer, and difficult-to-eradicate infectious
diseases, in which causal mutations have been corrected and gene expression has been modulated. However, the
introduction of this system into medicine faces technical and ethical challenges, as in vivo genome editing poses risks of toxicity,
off-target effects, and immune responses. Despite these challenges, this technology is emerging as a key tool in contemporary

biomedicine.

Keywords: bioethics, biomedicine, clinical trials, genetic mutations, advanced therapies, genomic technology
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La edicion del genoma ha experimentado un progreso sin precedentes en las Ulimas décadas gracias al desarrollo de
metodologias capaces de modificar secuencias genéticas con gran precision y eficiencia. Esta transformacion de los
procedimientos se explica mediante la transicion desde técnicas de modificacion genética imprecisas e intrincadas, como la
mutagénesis aleatoria o la insercion inespecifica de transgenes (Baum et al., 2006; Chauhan et al., 2020; Kramer
etal., 2010), a plataformas de edicion dirigidas con base en la interaccion especifica entre proteinas y secuencias de ADN (Lu
etal., 2020; Wan et al., 2020). Primero, gracias al desarrollo de las nucleasas de dedos de zinc asi como de las nucleasas tipo
TALEN se permitid introducir rupturas de doble cadena en regiones concretas del genoma, aunque su disefio y construccion
resultaban complejos e igualmente costosos (Lessard et al., 2024; Zubair et al., 2025). Después, la irrupcion de sistemas mas
especificos simplifico este proceso de manera radical, gracias a que la especificidad se determina principalmente por la
secuencia de un ARN guia que es facilmente programable. De manera similar, el avance en las técnicas de
secuenciacion masiva, la caracterizacion total de genomas completos, asi como una comprension mas profunda sobre las
vias de reparacion del ADN han permitido que se optimicen las condiciones experimentales (Abdi et al., 2024), para evaluar
con rigor mayor la sequridad de las intervenciones. En esta situacion se puede alterar de manera dirigida genes
individuales, redes reguladoras completas e incluso corregir variantes patogénicas especificas, ademas de la rapidez y

eficiencia que eran impensables hace solo dos décadas.

Entre estas herramientas de edicion genética, el sistema de Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y
Regularmente Interespaciadas, conocido mundialmente por sus siglas en inglés CRISPR ( Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats), se ha consolidado como la tecnologia que ha revolucionado la biologia molecular moderna (Barrangou,
2015; Ghosh & Chatterjee, 2024). Su capacidad para dirigir cortes especificos en el ADN, combinada con la programacion
sencilla mediante secuencias guia, ha permitido intervenir el genoma de practicamente cualquier organismo con una facilidad
nunca alcanzada. Este avance ha transformado no solo la investigacion basica, sino también el horizonte de las terapias

génicas, la ingenieria de organismos modelo, la biotecnologia agricola y la medicina personalizada.
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El sistema CRISPR fue identificado inicialmente de manera casi accidental, a partir de observaciones genomicas que en un
principio carecian de explicacion funcional clara. A finales de la década de 1980, investigadores que analizaban el genoma de
Escherichia coli describieron la presencia de secuencias repetitivas cortas, separadas por fragmentos variables que no
guardaban relacion aparente entre si, pero estos hallazgos se interpretaron como curiosidades gendmicas sin relevancia (Ishino
etal., 1987; Rawat et al., 2021). Durante los afios 90 y comienzos de los 2000, estudios comparativos en bacterias y arqueas,
incluidos los pioneros de Francisco Mojica, revelaron que dichas repeticiones, posteriormente denominadas
Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas, nombre que daria origen al
acronimo CRISPR, se encontraban ampliamente distribuidas en distintos microorganismos, o que sugeria una funcion
conservada (Mojica et al. 2016 a y b). El avance clave se produjo cuando se comprobd que muchos de los espaciadores
coincidian con secuencias de fagos y plasmidos, lo que llevé a proponer que estos loci actuaban como un registro molecular

de infecciones previas.

En 2007, experimentos realizados en Streptococcus thermophilus demostraron de forma directa que la incorporacion de
nuevos espaciadores derivados de virus conferia resistencia especifica frente a esos mismos fagos, lo que confirmd que se
frataba de un sistema inmunitario adaptativo (Marraffini 2015; Pennisi 2013). Paralelamente, se identificaron y caracterizaron
las proteinas asociadas Cas, responsables del procesamiento del ARN derivado del locus CRISPR y de la degradacion del
material genético invasor (Jansen et al., 2002). La combinacion de estudios bioinformaticos, genéticos y bioquimicos
permitio asi reconstruir, paso a paso, el funcionamiento de este mecanismo defensivo, preparando el terreno para que,
pocos afios después, se reconociera su enorme potencial como herramienta programable de edicion del genoma en

organismos muy alejados de su contexto bacteriano original.

El sistema CRISPR-Cas se sustenta en la organizacion particular de un locus gendmico caracteristico que integra tres
elementos principales: las repeticiones palindromicas cortas regularmente interespaciadas, los espaciadores y los
genes cas (CRISPR-associated) (Ganger et al., 2023; Mohamadi et al., 2020). Las repeticiones son secuencias cortas
de secuencia variable, altamente conservadas dentro de una especie, dispuestas en tandem y separadas por espaciadores

de longitud
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similar. Estos espaciadores corresponden, en muchos casos, a fragmentos de ADN de fagos o plasmidos que han
infectado previamente a la bacteria o arquea, y constituyen un auténtico “registro molecular” de exposiciones anteriores.
Contiguos a esta region se localizan los genes cas, que codifican proteinas con funciones nucleasa, helicasa, de union a
acidos nucleicos o de procesamiento de ARN, y que conforman la maquinaria efectora del sistema inmunitario adaptativo

microbiano.

Desde el punto de vista funcional, el sistema CRISPR-Cas se divide en tres etapas: adquisicion, expresion e
interferencia. En la fase de adquisicion, fragmentos de material genético invasor son capturados e integrados como nuevos
espaciadores en el extremo proximal del locus, lo que actualiza la memoria inmunoldgica de la célula. En la fase de expresion,
ellocus CRISPR se transcribe como un ARN largo precursor (pre-crARN), que posteriormente es procesado en mltiples crARN
(CRISPR RNA) individuales, cada uno conteniendo la secuencia de un espaciador y parte de la repeticion. Estos crARN se
ensamblan con proteinas Cas especificas (como Cas9, Cas12a u otras, dependiendo del tipo de sistema) y, en algunos casos,
con un ARN adicional (tracrRNA en el sistema tipo Il), formando complejos ribonucleoproteicos capaces de reconocer

secuencias complementarias en el ADN o ARN invasor (Khan et al., 2022).

El reconocimiento y la actividad efectora se basan en la complementariedad entre el crARN y la secuencia diana, asi
como en la presencia de un motivo adyacente al protoespaciador (PAM, por sus siglas en inglés) en el material genético
objetivo. En el sistema CRISPR-Cas9 de Streptococcus pyogenes, por ejemplo, la proteina Cas9 utiliza un ARN guia
(SgARN) que fusiona crARN y tracrARN en una sola molécula sintética, y requiere la presencia de un PAM del tipo NGG para
un anclaje inicial estable al ADN. Una vez formado el complejo ADN-ARN-proteina, se induce una ruptura de doble cadena
en una posicion precisa relativa al PAM, mediada por los dominios nucleasa HNH y RuvC de Cas9 (Tang et al., 2021). En células
eucariotas, esta ruptura activa las vias enddgenas de reparacion del ADN, principalmente la union de extremos no
homdlogos (NHEJ) o la reparacién dirigida por homologia (HDR), lo que permite, respectivamente, generar mutaciones
de cambio de marco o introducir modificaciones especificas cuando se proporciona una plantilla donadora. Este principio
bioquimico es la base de la enorme versatilidad del sistema CRISPR-Cas como herramienta de edicion genética (Yang et al.,
2020).
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Las aplicaciones experimentales del sistema CRISPR se han extendido, en primera instancia, al ambito de la edicion
genética en lineas celulares cultivadas. En este contexto, CRISPR-Cas se utiliza para generar mutaciones dirigidas mediante
la induccion de rupturas de doble cadena en genes especificos, 1o que permite inactivar su funcién por introduccion de
inserciones o deleciones y corregir variantes patogénicas cuando se aporta una plantilla de reparacion adecuada (Liu et al.,
2023). Estas aproximaciones han sido fundamentales para estudiar la funcion génica, modelar enfermedades humanas
en células derivadas de pacientes y evaluar la repercusion de mutaciones especificas sobre rutas de sefializacion, proliferacion,
diferenciacion celular o respuesta a farmacos. Ademas, el uso de bibliotecas de ARN guia en formato de cribado a gran escala
ha permitido realizar pantallas gendmicas funcionales, identificando genes implicados en resistencia a tratamientos,

vulnerabilidades tumorales 0 mecanismos de adaptacion celular al estrés.

En organismos modelo, el sistema CRISPR ha permitido una aceleracion notable en la generacion de lineas transgénicas y
knock-out en especies como el raton, la rata, el pez cebra, la mosca Drosophila melanogaster (Langmuller et al., 2022) y el
nematodo Caenorhabdltis elegans (Fischer et al., 2022), entre otros. La posibilidad de introducir modificaciones
directamente en cigotos o embriones tempranos ha reducido drasticamente el tiempo necesario para obtener
individuos portadores de mutaciones especificas, en comparacion con las estrategias clasicas basadas en células madre
embrionarias. Esto ha facilitado la creacion de modelos animales que reproducen con mayor fidelidad alteraciones genéticas
humanas, tanto en enfermedades monogénicas como en patologias complejas. De forma analoga, en plantas de interés
agricola se emplea CRISPR para mejorar caracteristicas como la tolerancia a estrés bidtico y abiético, el rendimiento o
la calidad nutricional, evitando en algunos casos la introduccion de material genético exdgeno y acercandose a

modificaciones indistinguibles de mutaciones espontaneas.

En el campo de la medicina, el sistema CRISPR ha tenido un impacto particularmente profundo. La posibilidad de corregir
mutaciones patogénicas directamente en el genoma ha situado a esta tecnologia en el centro del desarrollo de
terapias génicas de nueva generacion. Diversos ensayos clinicos han demostrado su potencial en enfermedades
monogeénicas. En oncologia, CRISPR se emplea para editar células inmunitarias adoptivas, potenciando su capacidad de

reconocer y destruir
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células tumorales. Asimismo, se explora su uso en enfermedades neurodegenerativas, cardiometabélicas e

infecciones virales persistentes, como el VIH, donde aun se requieren enfoques de edicion altamente controlada.

La incorporacion del sistema CRISPR en la medicina ha transformado el panorama de las terapias génicas,
posicionandolo como una de las herramientas mas prometedoras para abordar enfermedades que, hasta hace poco,
eran consideradas intratables. Una de las aplicaciones médicas mas relevantes se centra en el tratamiento de trastornos
monogénicos, en los cuales la correccion o modulacion de un tnico gen puede tener un impacto clinico significativo. En el caso
de la anemia de células falciformes y la beta talasemia, por ejemplo, CRISPR ha permitido la edicion de células madre
hematopoyéticas extraidas de los propios pacientes, reprogramandolas para reactivar la produccion - de hemoglobina fetal o
corregir mutaciones especificas (Inam et al., 2025; Sharma et al., 2025 Vermersch et al., 2025). Estos enfoques ex vivo,
que posteriormente requieren el trasplante de las células editadas de regreso al paciente, han mostrado resultados clinicos
prometedores y se perfilan como alternativas duraderas a los tratamientos convencionales, reduciendo la dependencia de
fransfusiones y mejorando la calidad de vida. Ademés, terapias basadas en el CRISPR han probado ser efectivas en la
reduccion de los ataques de angioedema, conduciendo a una reduccion sélida y sostenida de los niveles totales de

calicreina plasmética en pacientes con angioedema hereditario. (Cohn et al., 2025)

En el dmbito de la oncologia, CRISPR ha abierto nuevas vias para potenciar las terapias celulares adoptivas. Las células
T modificadas para expresar receptores quiméricos (CAR-T) han demostrado una eficacia notable en ciertos tipos de leucemia
y linfoma; sin embargo, su funcion puede ser limitada por mecanismos de evasion tumoral (Zhang et al., 2025). La introduccion
de CRISPR permite editar multiples genes en estas células, eliminando receptores inhibidores, aumentando su persistencia
en el organismo o incorporando caracteristicas que mejoren su capacidad citotéxica frente a células cancerigenas slidas
(Minucci et al., 2024). Asimismo, se han desarrollado estrategias para generar células T universalizadas, derivadas de
donantes sanos y editadas para evitar el rechazo inmunoldgico, lo cual representa un paso importante hacia terapias

mas accesibles y escalables. En
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paralelo, la edicion de linfocitos NK, macréfagos y células dendriticas mediante CRISPR esta ampliando el repertorio

de herramientas inmunoterapéuticas con potencial clinico.

Las enfermedades infecciosas también constituyen un campo de interés creciente, especialmente aquellas causadas por
patdgenos persistentes o de dificil erradicacion. En el caso del VIH, se han desarrollado aproximaciones experimentales
dirigidas a cortar secuencias provirales integradas en el genoma de células hospedadoras, con el objetivo de eliminar
depositos latentes que escapan a la terapia antirretroviral tradicional (Qu et al., 2025). Si bien estas estrategias se
encuentran aln en etapas tempranas, representan un paradigma innovador orientado a la cura funcional. Por otro lado,
variantes como CRISPR-Cas13, capaces de atacar ARN viral, han sido empleadas en investigaciones preclinicas para inhibir
replicacion en infecciones como influenza, virus respiratorio sincitial o SARS- CoV-2, sugiriendo un potencial significativo para

terapias antivirales de nueva generacion (Fang et al., 2023).

Los avances recientes también han impulsado la exploracion de aplicaciones in vivo, en las cuales el sistema CRISPR se
administra directamente al organismo para editar tejidos especificos. Este enfoque se ha aplicado en estudios clinicos para
fratar amaurosis congénita de Leber, una enfermedad genética de la retina, mediante la edicion directa de células
oculares con vectores virales adenoasociados (Jo et al., 2019). Su disefio se basa en el hecho de que la retina es un tejido
accesible, inmunoldgicamente privilegiado y cuyas células presentan baja tasa de division, lo que favorece un entorno estable
para la edicion genética. Resultados preliminares han mostrado mejoras parciales en la sensibilidad a la luz, sefialando la
viabilidad del enfoque. Sin embargo, el éxito de estas terapias depende en gran medida de la eficiencia de los sistemas

de entrega, del control de la respuesta inmune y de la minimizacion de efectos fuera del sitio previsto.

En conjunto, las aplicaciones médicas del sistema CRISPR se encuentran en una fase de rapida expansion,
alimentadas por avances en ingenieria de nucleasas, disefios de ARN guia méas especificos y métodos de entrega
mas seguros. El potencial terapéutico es vasto, abarcando tanto enfermedades de base genética como patologias
adquiridas, y la convergencia entre investigacion basica, biotecnologia clinica y regulacion bioética sera determinante

para su implementacion responsable en la medicina del futuro.
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No obstante, la transicion del sistema CRISPR hacia aplicaciones clinicas enfrenta desafios sustanciales y existen

cuestiones muy controversiales que deben ser analizadas con mucha precision.

A pesar del progreso significativo, el uso de CRISPR en medicina contintia enfrentandose a retos importantes desde el
punto de vista bioético. Entre ellos se encuentran la necesidad de garantizar una edicion precisa con baja tasa de mutaciones
no deseadas, la superacion de barreras asociadas a la entrega del sistema en tejidos profundos y la gestion de respuestas
inmunitarias frente a proteinas bacterianas como Cas9. Ademas, la aplicacion clinica requiere demostrar seguridad y
eficacia en estudios de largo plazo, lo cual es esencial para evitar complicaciones derivadas de inserciones genomicas

accidentales o consecuencias fisioldgicas imprevistas (Getahun et al., 2022).

Otras limitaciones técnicas podrian ser los efectos fuera del sitio previsto, la eficiencia variable de los mecanismos de reparacion
y los riesgos de toxicidad derivados del uso prolongado o descontrolado de la nucleasa (Chandrasekaran, 2021). Ademas,
la introduccion del sistema en organismos vivos requiere vehiculos de entrega seguros, como vectores virales o
nanoparticulas, cuyo disefio 6ptimo sigue constituyendo una de las areas de investigacion mas activas. A estos retos
se suman consideraciones éticas profundas, particularmente en el caso de la edicion de células germinales o embriones

humanos, donde la intervencion podria generar consecuencias hereditarias impredecibles.

El principio de justicia introduce una dimension adicional de complejidad, al plantear interrogantes sobre el acceso
equitativo a las terapias basadas en CRISPR. El elevado costo asociado al desarrollo, validacion y aplicacion clinica de estas
tecnologias puede limitar su disponibilidad a determinados sistemas de salud o grupos socioeconémicos, generando
desigualdades en el acceso a tratamientos potencialmente curativos. A esto se le suma la llamada “guerra de patentes’, en la
que las empresas, unas u otras, se veran obligadas a renegociar sus acuerdos con las consiguientes posibles pérdidas
economicas para unas y ganancias para otras. Probablemente todo se reorganice por medio de sublicencias para

campos o fines concretos.

El futuro del sistema CRISPR apunta hacia un desarrollo cada vez mas preciso, seguro y versatil, impulsado por la
necesidad de superar las limitaciones técnicas y bioéticas que aun acompaiian su uso. En el ambito tecnolégico, una de

las lineas de avance mas prometedoras es la ingenieria de
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nuevas variantes de nucleasas con mayor especificidad y menor riesgo de efectos fuera del sitio previsto. El desarrollo
de proteinas Cas de alta fidelidad, asi como la identificacion de nucleasas provenientes de distintos microorganismos
con requisitos de reconocimiento menos restrictivos y tamafios mas pequefios, o que facilita el empaquetamiento en
vectores virales, amplia el repertorio de herramientas disponibles para intervenciones terapéuticas mas ajustadas a
distintos contextos celulares. Del mismo modo, la optimizacion de ARN guia con estructuras secundarias mejoradas y

algoritmos predictivos de disefio més exactos permitird reducir ain mas la probabilidad de cortes no deseados.

Otra direccion crucial para el CRISPR es la mejora de las plataformas de edicin que evitan rupturas de doble cadena, como
la edicion de bases y la edicion primaria. Estas tecnologias emergentes ofrecen la posibilidad de corregir mutaciones
puntuales de manera mas controlada, lo cual es particularmente relevante para enfermedades monogénicas en las
Que una sola sustitucion de nucledtido determina la patogenicidad. A medida que estas técnicas se perfeccionen y se validen
en modelos animales mas complejos, podran convertirse en alternativas terapéuticas mas seguras para su aplicacion clinica.
Paralelamente, los sistemas CRISPR orientados al ARN, como las plataformas basadas en Cas13, podrian consolidarse
como herramientas para modular la expresion génica transitoria y para el tratamiento de enfermedades en las que la

intervencion sobre el ADN no es deseable o implica riesgos elevados.

Finalmente, el futuro de CRISPR estara fuertemente influido por la consolidacion de marcos regulatorios éticos y
legales que acomparien su implementacion. La edicion de células germinales y embriones humanos continuara siendo un
punto critico de debate, lo que exigira consenso internacional para establecer limites claros y prevenir usos indebidos.
En paralelo, la participacion informada de pacientes, profesionales de la salud y bioeticistas sera clave para garantizar
que el desarrollo de terapias basadas en CRISPR se realice bajo principios de equidad, transparencia y responsabilidad

social.

En conjunto, el sistema CRISPR representa la convergencia entre la biologia molecular, la bioquimica estructural y la
biotecnologia moderna, al integrar conocimientos fundamentales sobre la organizacion y funcion del genoma con

herramientas capaces de intervenirlo de manera dirigida y eficiente. Su
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comprension detallada, tanto desde el punto de vista mecanistico como aplicado, resulta esencial para evaluar con rigor su
potencial terapéutico y sus implicaciones en la medicina contemporanea. A 1o largo de esta revision, se ha puesto de
manifiesto que CRISPR ha transformado profundamente la investigacion biomédica, al facilitar el estudio funcional de genes,
la generacion acelerada de modelos experimentales y el desarrollo de estrategias innovadoras para el tratamiento de

enfermedades de origen genético, oncoldgico e infeccioso.

Los avances alcanzados en el ambito clinico, particularmente en terapias ex vivo y en aplicaciones in vivo en tejidos
especificos, confirman que el sistema CRISPR ha dejado de ser una herramienta exclusivamente experimental para
convertirse en una plataforma con impacto real en la practica médica. Sin embargo, este progreso va acompafiado de
desafios técnicos significativos, entre los que destacan los efectos fuera del sitio previsto, las limitaciones en los sistemas de
entrega y las posibles respuestas inmunitarias frente a componentes bacterianos. Estas limitaciones subrayan la necesidad de
continuar perfeccionando las variantes de nucleasas, los disefios de ARN guia y las tecnologias de edicion sin ruptura de

doble cadena, con el objetivo de maximizar la seguridad y la eficacia de las intervenciones terapéuticas.

Asimismo, el desarrollo y la aplicacién clinica de CRISPR plantean dilemas bioéticos de considerable relevancia, que obligan
auna reflexion responsable sobre los limites de la edicion genética. La distincidn entre intervenciones en células somaticas
y germinales, el riesgo de transmision hereditaria de modificaciones gendmicas y las desigualdades en el acceso a terapias
avanzadas constituyen aspectos que deben abordarse desde los principios de beneficencia, no maleficencia y justicia.
En este sentido, la regulacion ética y legal, junto con modelos de innovacion que promuevan un acceso equitativo, sera
determinante para asegurar que los beneficios de esta tecnologia se distribuyan de manera justa y socialmente

responsable.

En perspectiva, el futuro del sistema CRISPR dependera de la capacidad de la comunidad cientifica, médica y regulatoria para
equilibrar la innovacién tecnolégica con la prudencia ética. La integracion de CRISPR con enfoques de medicina
personalizada, inteligencia artificial y modelos celulares avanzados promete ampliar ain mas su impacto en la

biomedicina. No obstante, solo mediante una
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evaluacion critica y multidisciplinaria sera posible consolidar a CRISPR como una herramienta transformadora que

contribuya de manera sostenible y ética al progreso de la medicina del siglo XXI.
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