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Resumen

Entre las tecnologias emergentes, la herramienta de
edicion génica CRISPR-Cas9 (siglas en inglés de
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) se posiciona como una alternativa
prometedora para el tratamiento dirigido de
infecciones virales persistentes; no obstante, su
avance ha impulsado debates sobre su seguridad,
especificidad y factibilidad clinica. Este articulo tiene
el objetivo de analizar lo relacionado con el uso
CRISPR-Cas9 en el tratamiento del virus del
papiloma humano y la reversién de lesiones
premalignas asociadas. Se llevé a cabo una revisiéon
exhaustiva de estudios preclinicos, junto con
experimentos in vitro e in vivo. La técnica presenta
una alta eficiencia en la eliminacién de la
persistencia viral, la restauracién de las funciones de
los supresores tumorales p53 y pRb, y la induccién
de apoptosis en células tumorales. Se precisa la
necesidad de evaluar los efectos a largo plazo de la
edicion genética, asi como la posibilidad de
reactivacién viral. Se concluyé que CRISPR-Cas9
tiene el potencial para transformar el tratamiento
del Virus del Papiloma Humano y otras infecciones
virales asociadas al cancer cervical, aunque su
implementacién clinica requiere de mas estudios
para superar las barreras técnicas, éticas y de
seguridad.
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Abstract

Among emerging technologies, the CRISPR-Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) gene editing tool is positioned as a
promising alternative for the targeted treatment of
persistent viral infections; however, its advancement
has prompted debates regarding its safety,
specificity, and clinical feasibility. This article aims to
analyze the use of CRISPR-Cas9 in the treatment of
human papillomavirus (HPV) and the reversal of
associated premalignant lesions. A comprehensive
review of preclinical studies, along with in vitro and
in vivo experiments, was conducted. The technique
is highly efficient in eliminating viral persistence,
restoring the functions of the tumor suppressors p53
and pRb, and inducing apoptosis in tumor cells. The
long-term effects of gene editing, as well as the
possibility of viral reactivation, need to be evaluated.
It was concluded that CRISPR-Cas9 has the potential
to transform the treatment of human papillomavirus
and other viral infections associated with cervical
cancer, although its clinical implementation requires
further studies to overcome technical, ethical, and
safety barriers.
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INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) representa
una de las infecciones de transmisién sexual mas
comunes a nivel mundial, con una alta
prevalencia en mujeres en edad reproductiva y
una fuerte asociacion con el desarrollo de
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
y cancer cervicouterino. Segun la Organizacién
Mundial de la Salud, aproximadamente el 99 %
de los casos de cancer de cuello uterino estan
vinculados con infecciones persistentes por tipos
oncogénicos del VPH, especialmente los tipos 16
y 18.%

La mayor prevalencia de infeccién por VPH
cervical en mujeres se observa en Africa
subsahariana (24 %), sequida por América Latina
y el Caribe (16 %), Europa oriental (14 %) y el
Sudeste Asiatico (14 %). En los hombres, la
prevalencia varia significativamente
dependiendo de los patrones de comportamiento
sexual. Las infecciones de transmisién sexual
han sido durante décadas un tema prioritario en
la investigaciéon médica, y constituyen un amplio
campo de estudio enfocado en comprender su
origen, evolucién y posibles estrategias para
controlarlas. Estos esfuerzos abarcan el
desarrollo de farmacos, terapias especificas y
campanas de prevencién. En cuanto al VPH en
particular, a pesar de ser uno de los virus de
transmision sexual mas estudiados, su control
continla representando un desafio significativo
para la salud publica.??¥

Las estrategias tradicionales de manejo del VPH
incluyen la prevencién mediante vacunas
profildcticas, como Gardasil y Cervarix, y el
tratamiento de las lesiones con procedimientos
quirdrgicos o ablativos. No obstante, estos
métodos no eliminan el virus latente ni
garantizan la prevencién total de la progresién
neopldsica, especialmente en regiones con
acceso limitado a servicios de salud.”’ Por esta
razén, la comunidad cientifica ha redoblado
esfuerzos para desarrollar terapias innovadoras
que actlen a nivel molecular.

Entre las tecnologias emergentes, la herramienta
de edicién génica CRISPR-Cas9 (por sus siglas en
inglés de Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) se posiciona como una
alternativa prometedora para el tratamiento
dirigido de infecciones virales persistentes. Esta
tecnologia, derivada del sistema inmune
adaptativo de bacterias, permite modificar
secuencias especificas del ADN con alta precisién

y eficiencia. Diversos estudios han demostrado
gue CRISPR-Cas9 puede dirigirse a genes virales
como E6 y E7 del VPH, esenciales para la
transformacién maligna de las células
hospedadoras, logrando su silenciamiento o
eliminacion.” Investigaciones recientes exploran
su aplicacién in vitro e in vivo, y evidencian la
reduccion de la proliferacién celular; y
recuperacion de los mecanismos de apoptosis
celular.

La tecnologia CRISPR-Cas9 ha marcado un hito
en la biologia molecular y la genética, al permitir
modificaciones precisas en el genoma. Este
sistema, compuesto por repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR) junto con la proteina
asociada Cas9, ha demostrado un notable
potencial para editar el ADN viral, lo que abre la
posibilidad de eliminar el material genético del
VPH en células infectadas.!® Se estima que una
fraccion significativa de los casos de cancer en
humanos esta relacionada con este virus, el cual
se encuentra presente en la gran mayoria de los
diagnésticos de cancer de cuello uterino,
considerado el cuarto tipo de cancer mas comin
entre las mujeres a nivel mundial. Ademas de su
aplicacioén terapéutica, los sistemas CRISPR-Cas
cumplen una funcién esencial como mecanismo
inmunolégico adaptativo en bacterias, donde se
identificaron secuencias repetidas separadas por
fragmentos denominados “espaciadores”, los
cuales resultaron ser homélogos a secuencias
virales.”"* En este contexto, se busca desarrollar
y perfeccionar el uso de CRISPR-Cas9 para la
eliminacién dirigida del ADN del VPH, evaluando
su viabilidad como una herramienta terapéutica
eficaz frente a este virus.

El avance de esta técnica también ha impulsado
debates sobre su seguridad, especificidad y
factibilidad clinica. A pesar de los desafios, como
el riesgo de efectos fuera del objetivo (off-target)
y las barreras en la entrega eficiente del sistema
CRISPR-Cas9 a las células afectadas, el progreso
continuo en vectores de transporte y
optimizacion del disefio de guias especificas
fortalece su potencial terapéutico.

Este articulo analiza los avances actuales en el
uso de CRISPR-Cas9 como estrategia de
tratamiento contra el VPH y la reversion de
lesiones premalignas, destacando su relevancia
frente a las limitaciones de las terapias
convencionales. Asimismo, se examina el estado
de la investigacién en este campo, con el fin de
valorar sus implicaciones futuras en la medicina
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personalizada y la biotecnologia clinica. Lo
anterior responde al objetivo de la revisién
bibliogréfica: fundamentar tedéricamente la
informacién sobre los principales factores de
riesgo que contribuyen a la persistencia del VPH
y el desarrollo de lesiones premalignas.

DESARROLLO

El presente articulo se desarrolla bajo un enfoque
metodoldgico cualitativo, con un disefio de
revision bibliografica y documental. Se realiza
una recopilacion y analisis critico de la literatura
cientifica actual relacionada con la aplicacién de
la tecnologia CRISPR-Cas9 en el tratamiento del
VPH y la reversién de lesiones premalignas
asociadas.

Se seleccionaron articulos cientificos de
relevancia médica dentro de la comunidad
cientifica, utilizando como criterios de blsqueda
términos clave como "CRISPR-Cas9", "virus del
papiloma humano", "cdncer cervicouterino" y
combinaciones de operadores booleanos como
"OR" y "AND". La bUsqueda se orientd a
contribuciones cientificas con fecha de
publicacién comprendida entre 2020 y 2025.

Los criterios de inclusién utilizados fueron:
publicaciones desde el afio 2020, articulos
cientificos publicados en revistas indexadas y de
alto impacto, revisiones sistematicas,
metaanalisis y referencias clasicas de la
literatura médica relacionadas con la patologia
del céncer cervicouterino. De acuerdo con la
metodologia PRISMA,® se realiz6 la identificacion
de informacién actualizada en bases de datos
electronicas como Scielo, Elsevier, PubMed,
Biblioteca Virtual de la Salud y Google Académico.

Mediante el uso de palabras clave y operadores
booleanos, se identificaron inicialmente 135
registros, de los cuales, tras la eliminacién de
duplicados y articulos irrelevantes (revisiéon de
titulos y resimenes), se obtuvieron 109 articulos
de revisién. Luego, se eliminaron 50 documentos
tras revisar sus fechas de publicacidn, titulos y
resimenes. Finalmente, de los articulos
completos seleccionados, 59 permanecieron
elegibles. Tras aplicar los criterios de inclusién y
exclusién, se incluyeron 16 articulos que
cumplieron con los estandares metodolégicos
requeridos para ser incluidos en el analisis y la
sintesis de resultados. (Fig. 1).
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Fig. 1- Etapas de recoleccién de informacidn.
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Los articulos cientificos seleccionados versaron
sobre el uso de la tecnologia CRISPR-Cas9 en la
eliminacién del ADN del VPH, asi como en la
inhibicién de sus genes oncogénicos,
particularmente E6 y E7. La mayoria de ellos
fueron articulos de revisién, aunque también
fueron incluidas dos investigaciones
experimentales y dos comparativas.

Los resultados de los estudios in vitro revisados
evidenciaron una inhibiciéon efectiva de la
expresion de los oncogenes E6/E7 en células
Hela (células humanas de cancer cervical), lo
que condujo a la reactivacién de las proteinas
supresoras tumorales p53 y Rb, fundamentales
en la regulacién del ciclo celular; mientras un
estudio clave demostrd que la aplicacién de
CRISPR-Cas9 dirigida al gen E7 del VPH-16 redujo
la proliferacién celular y promovié
significativamente la apoptosis en buena parte
de las células infectadas. 1V

En los estudios con modelos murinos se observé
una regresion parcial o total de las lesiones
neoplasicas inducidas por el VPH tras la
administracion de vectores virales que
transportaban los componentes de CRISPR-Cas9.
Uno de los ensayos mas destacados reportd
disminucién del tamafio tumoral después de tres
semanas de tratamiento.”” Ademas, el analisis
de los riesgos asociados al uso de esta tecnologia
reveld que, aunque los eventos fuera de objetivo
(off-target), son una preocupacion, el uso de
sistemas mejorados como Cas9 de alta fidelidad
(HiFi-Cas9) o Casl2a ha reducido
significativamente estos efectos colaterales, e
incrementado la especificidad del tratamiento.®?

Contexto del VPH y su relevancia clinica

El VPH tiene afinidad por las células epiteliales de
la piel y las mucosas, especialmente en la regién
anogenital. Su genoma, compuesto por ADN
circular, incluye genes de expresién temprana
(E1, E2, E6 y E7) y tardia (L1 y L2). Entre ellos,
las oncoproteinas E6 y E7 son fundamentales en
la transformacion maligna, ya que interfieren con
los supresores tumorales p53 y Rb, asi
promueven la proliferacién celular descontrolada,
inhiben la apoptosis y facilitan la acumulacion de
mutaciones genéticas que pueden conducir al
desarrollo de cancer.*?

Desde el punto de vista clinico, las lesiones
premalignas, como la neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), constituyen una fase reversible del
proceso patoldgico, lo que ofrece una

oportunidad crucial para implementar terapias
dirigidas. Estas lesiones se clasifican segun su
grado de severidad:*

- NIC 1 (leve): Corresponde a lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado
(LSIL), que en la mayoria de los casos
remiten espontdneamente. En esta
etapa, aunque el virus se encuentra
activo, las alteraciones celulares son
minimas.

- NIC 2 (moderada) y NIC 3 (severa):
Aunque la replicacién viral se reduce, el
VPH persiste debido a su capacidad de
evadir la respuesta inmune y modificar
el microambiente local. En estas fases,
se intensifica la expresién de
oncoproteinas, se altera el control del
ciclo celular y el genoma viral puede
integrarse en el ADN del huésped. Estas
lesiones tienen un mayor riesgo de
progresar a cancer invasivo si no se
tratan oportunamente.

Fundamentos de la tecnologia CRISPR-Cas9

El término CRISPR hace referencia a una serie de
secuencias de ADN identificadas en los genomas
de organismos procariotas, como bacterias y
arqueas. Originalmente descubiertas en
Escherichia coli, su funcién era incierta en un
inicio. Con el tiempo, se comprendié que forman
parte de un sistema inmunoldgico adaptativo
bacteriano que permite a estos organismos
defenderse de infecciones virales. Este sistema,
conocido como CRISPR-Cas9, ha sido redisefiado
como una herramienta de edicién genética de
alta precisién y especificidad.® 1> 1®

El sistema CRISPR-Cas9 consta de dos
componentes principales:*¥

- Proteina Cas9: Es una nucleasa que
reconoce y corta secuencias especificas
de ADN en presencia de una secuencia
adyacente conocida como PAM (
protospacer adjacent motif), de
aproximadamente 17 a 20 nucleétidos.
Este corte se realiza a través del
apareamiento de bases tipo
Watson-Crick entre el ADN objetivo y el
ARN guia. La rotura de doble cadena
(DSB) inducida por Cas9 constituye el
paso inicial para la edicién del genoma.
Posteriormente, la célula activa
mecanismos enddgenos de reparacion
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del ADN, principalmente la unién de
extremos no homélogos (
non-homologous end joining, NHE]) o la
reparacién dirigida por homologia (
homology-directed repair, HDR),
mediante los cuales se generan las
modificaciones genéticas deseadas.

- ARN guia (gRNA): Es una secuencia de
ARN sintética compuesta por 20 pares
de bases, disefiada especificamente
para reconocer una regién objetivo del
ADN. Este ARN dirige a la proteina Cas9
hacia la secuencia complementaria en el
genoma, y facilita el corte preciso. Una
vez realizado, los mecanismos de
reparacion celular actlan sobre la doble
hebra rota, lo cual permite la
introduccién de pequefias inserciones,
deleciones o incluso el reemplazo de un
nucleétido especifico.

El proceso completo comienza con la
introduccién del complejo Cas9-gRNA en las
células diana. Dentro de la célula, el gRNA se
acopla al sitio especifico del ADN, ya sea viral o
celular, y gufa a la nucleasa Cas9 para generar
una ruptura en la doble hélice. Dependiendo del
tipo de reparacién activada, puede lograrse la
inactivacion de genes virales, la correccién de
mutaciones o la insercién dirigida de nuevas
secuencias genéticas, lo que posiciona a
CRISPR-Cas9 como una herramienta clave en la
terapia génica moderna.

Aplicacion de CRISPR-Cas9 en el manejo del
VPH®

La sobreexpresion de los oncogenes E6 y E7 del
VPH guarda una estrecha relacién con la
progresion de las lesiones cervicales. Por ello, su
inactivacion directa representa una estrategia
prometedora para frenar el avance de dichas
alteraciones. Los avances recientes en la edicién
genética han permitido convertir esta hipétesis
en una alternativa terapéutica tangible. En el
caso del VPH, la tecnologia CRISPR-Cas9 se
enfoca en interrumpir especificamente el
genoma viral, actuando sobre los genes E6 y E7,
con el objetivo de restaurar la funcion de los
supresores tumorales p53 y Rb, lo cual permite
inhibir la proliferacion celular descontrolada.

Diversos estudios preclinicos han evidenciado
que la aplicaciéon de ARN guia, disefiado para
estas regiones, puede lograr los siguientes
efectos: 1 17 18 19)

- Eliminacién de la persistencia viral: Al
generar mutaciones especificas en el
ADN del VPH, se reduce su capacidad
replicativa, lo que facilita su eliminacién
por el sistema inmune.

- Restablecimiento de mecanismos de
supresién tumoral: La inactivacion de E6
permite la reactivacién funcional de la
via p53, mientras que la interrupcién de
E7 favorece la recuperacion de la via del
supresor tumoral Rb. Estas acciones
derivan en la detencion del ciclo celular
y la activacion de la apoptosis.

- Regresién de lesiones premalignas: En
estudios con modelos animales, como
ratones, la edicién dirigida de los genes
E6 y E7 ha demostrado inducir la
regresion de lesiones cervicales
precancerosas. Esto se ha logrado
mediante el uso de nanoparticulas (NP)
compuestas por el vector no viral
PBAE546 y un plasmido recombinante
que codifica el sistema CRISPR/Cas9,
mostrando una alta eficiencia de
transfeccién y una biotoxicidad minima.

Ventajas de CRISPR-Cas9 en distintos
contextos cientificos y clinicos

El sistema CRISPR-Cas9 demuestra una alta
eficiencia y especificidad en la eliminacién del
ADN del VPH, particularmente en cepas de alto
riesgo como VPH-16 y VPH-18, lo que lo posiciona
como una herramienta terapéutica prometedora
para prevenir la progresién hacia el cancer
cervical en fases premalignas. Su capacidad para
inducir roturas de doble cadena (DSB) en sitios
especificos del genoma viral, activando
mecanismos de reparaciéon como la NHE) o HDR,
permite modificar o eliminar genes virales sin
afectar significativamente el ADN celular.
Ensayos in vitro evidencian que la edicién
dirigida de los oncogenes E6 y E7 reduce la
expresion de oncoproteinas y restaura
parcialmente las vias supresoras tumorales p53 y
pRb, lo cual promueve apoptosis celular y
disminuye la proliferacion. En modelos murinos,
el uso de CRISPR-Cas9 encapsulado en
nanoparticulas redujo lesiones premalignas en un
78 % de los casos, con normalizacion epitelial
confirmada por histopatologia. Ademas, el
analisis de posibles efectos fuera de objetivo
revelé una baja tasa de mutaciones no deseadas
(<2 %) y ausencia de toxicidad sistémica, lo que
refuerza su seguridad y especificidad como
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herramienta terapéutica.’® 2 2> 22 Aunque los
resultados preclinicos de CRISPR-Cas9 son
prometedores, existen varios desafios para su
aplicacién clinica. Uno de los principales es la
eficiencia en la entrega del sistema CRISPR-Cas9
en tejidos humanos, especialmente en terapias
dirigidas. Aunque el uso de nanoparticulas para
administrar CRISPR-Cas9 ha mostrado potencial;
alin es necesario optimizar su estabilidad,
penetracién celular y especificidad, ademas de
minimizar posibles efectos adversos. También es
crucial garantizar la precisién de la edicién
genética para evitar mutaciones fuera del
objetivo. Ademas, se deben evaluar los efectos a
largo plazo de la edicién génica, como la
estabilidad gendémica y los riesgos de
reactivacién viral, ya que los virus pueden
desarrollar mecanismos para evadir el
tratamiento. Por otro lado, la posibilidad de
efectos fuera del objetivo puede inducir
mutaciones no deseadas, y la implicacién de p53
en la reparacién del ADN plantea preocupaciones
sobre la capacidad tumorigénica de las células
editadas. Finalmente, las consideraciones éticas
sobre el acceso, el uso indebido de la tecnologia
y la seguridad de la edicién genética siguen
siendo un tema relevante antes de su
implementacién clinica.®® El uso de CRISPR-Cas9
para el tratamiento del VPH y la reversién de
lesiones premalignas se encuentra actualmente
en una fase preclinica, pero tiene el potencial de
revolucionar el enfoque terapéutico de esta
infeccion. Integrar esta tecnologia con otras
estrategias, como inmunoterapias o vacunas
terapéuticas, podria mejorar su eficacia y
seguridad, con vistas a reducir los riesgos
asociados. Ademas, el avance en la especificidad
de la herramienta y los sistemas de entrega
podria facilitar la transicién hacia ensayos
clinicos en humanos, abriendo nuevas
oportunidades para el tratamiento de otras
infecciones virales y canceres relacionados con
VIrus.

CONCLUSIONES

CRISPR-Cas9 representa un avance clave en la
biomedicina, con un gran potencial para combatir
infecciones virales como el VPH y revertir
enfermedades premalignas. Sin embargo, su
implementacién clinica requiere superar
obstaculos técnicos y éticos, asi como garantizar
un acceso equitativo. Con el progreso de la
investigacién, esta herramienta podria
convertirse en un pilar esencial para la
prevencién y tratamiento del cdncer cervical y

otras patologfas relacionadas con el VPH.

A pesar de los avances en modelos celulares y
animales, la aplicacién clinica de CRISPR-Cas9
enfrenta retos significativos, como la
optimizacion de los sistemas de entrega, la
reduccion de efectos fuera del objetivo y la
evaluacién de riesgos a largo plazo. Sin embargo,
su integracion con otras estrategias terapéuticas,
como inmunoterapias y vacunas terapéuticas,
podria potenciar su eficacia y seguridad,
allanando el camino hacia ensayos clinicos en
humanos y transformando potencialmente el
tratamiento del VPH y otras enfermedades
virales asociadas al cancer.
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