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Resumen
El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un patégeno de alta prevalencia mundial y una de

las principales causas de cancer cervical. El objetivo es el desarrollo reciente en la tecnologia
CRISPR/Cas9 para la eliminacion del ADN del VPH y evaluar las perspectivas terapéuticas.
Se consideraron estudios preclinicos y clinicos sobre la eficacia de CRISPR/Cas9 en la
edicion del genoma de ADN del VPH utilizando un enfoque de revision sistematica de la
literatura cientifica. Los resultados méas importantes indican que CRISPR/Cas9 es altamente
eficiente en la eliminacion del ADN del VPH en células cervicales humanas, lo que respalda
su potencial como herramienta terapéutica. Sin embargo, se identificaron desafios técnicos,
como la necesidad de mejorar la especificidad del sistema para evitar ediciones no deseadas
en el genoma, y se subrayaron consideraciones éticas en su aplicacién clinica. En conclusién,
Crispr Cas9 es una excelente manera de combatir el VPH, pero su implementacion clinica es
un dilema técnico y ético, ya que requiere un conjunto Gnico de pautas para garantizar su

eficacia y seguridad

Palabras claves: CRISPR/Cas9; edicion genética; terapia génica; Virus del Papiloma
Humano; VPH
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Abstract

The Human Papillomavirus (HPV) is a highly prevalent pathogen worldwide and one of the
main causes of cervical cancer. The objective is the recent development in CRISPR/Cas9
technology for the elimination of HPV DNA and to evaluate therapeutic perspectives. We
considered preclinical and clinical studies on the efficacy of CRISPR/Cas9 in editing the
HPV DNA genome using a systematic literature review approach. The most important results
indicate that CRISPR/Cas9 is highly efficient in eliminating HPV DNA in human cervical
cells, supporting its potential as a therapeutic tool. However, technical challenges were
identified, such as the need to improve the specificity of the system to avoid unwanted edits
to the genome, and ethical considerations in its clinical application were highlighted. In
conclusion, Crispr Cas9 is a great way to combat HPV, but its clinical implementation is a
technical and ethical dilemma as it requires a unique set of guidelines to ensure its efficacy

and safety.

Keywords: CRISPR/Cas9,gene editing; gene therapy; Papilomavirus
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Introduccion

El virus del papiloma humano (VPH) es una de las infecciones de transmision sexual mas
prevalentes a nivel mundial, con méas de 100 tipos diferentes identificados (1). Entre estos,
los tipos de alto riesgo como el VPH-16 y VPH-18 estan estrechamente asociados con el
desarrollo de cancer cervical, asi como otros canceres anogenitales y orofaringeos (1).

A nivel internacional, el cancer cervical representa una de las principales causas de
mortalidad por cancer en mujeres, especialmente en regiones con recursos limitados donde
los programas de deteccidén y vacunacion no estan ampliamente implementados (2). En
Ecuador, la incidencia de cancer cervical es alarmantemente alta, subrayando la urgencia de
estrategias efectivas para prevenir y tratar las infecciones por VPH (3).

La tecnologia CRISPR/Cas9 ha revolucionado el campo de la biologia molecular y la
genética al permitir ediciones precisas en el genoma. CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) y la proteina asociada Cas9 (CRISPR-associated
protein 9) han demostrado un potencial significativo para la edicion del ADN viral,
ofreciendo una posible solucion terapéutica para eliminar el ADN del VPH de las células
infectadas (4).

Esta herramienta ha sido objeto de numerosos estudios que han explorado su capacidad para
interrumpir y eliminar secuencias de ADN viral, proporcionando una base prometedora para
el desarrollo de nuevas terapias antivirales (4).

El objetivo de esta investigacion es revisar los avances recientes en el uso de la tecnologia
CRISPR/Cas9 para la eliminacién del ADN del VPH y evaluar sus perspectivas terapéuticas.
Se analizaran estudios preclinicos y clinicos que han demostrado la eficacia de CRISPR/Cas9
en la edicion del genoma del VVPH, asi como los desafios técnicos y éticos que se presentan
en su aplicacion clinica (5).

Esta revision es de gran relevancia debido a la alta carga de morbilidad y mortalidad asociada
con las infecciones persistentes por VPH y el cancer cervical. La implementacion de
CRISPR/Cas9 en terapias dirigidas contra el VPH tiene el potencial de revolucionar el
tratamiento de esta infeccidn, proporcionando una opcion terapéutica que podria erradicar el
virus a nivel gendémico y reducir significativamente la incidencia de canceres relacionados
con el VPH (6).
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Se pretende ofrecer una visién comprensiva del estado actual del uso de CRISPR/Cas9 en la
lucha contra el VPH, destacando los avances logrados, las limitaciones existentes y las

perspectivas futuras en el &mbito terapéutico (6).

Material y métodos
Disefio y tipo de investigacion
Este estudio se llevo a cabo como revision sistematica, analizando tan bien CRISPR/Cas9
puede eliminar el ADN del VPH de los humanos. La revision destacé estudios recientes de
2019 a 2023 para obtener la inclusion en el campo.

Criterios de inclusion y exclusién
Se incluyeron estudios que cumplieron con los siguientes criterios:

. Publicaciones originales y revisiones que investigan el uso de CRISPR/Cas9 en la
edicion del genoma del VPH.

. Estudios preclinicos y clinicos realizados en modelos celulares, animales y humanos.
. Articulos publicados en inglés y espafiol.

Se excluyeron estudios que no abordaban especificamente el uso de CRISPR/Cas9 para el
tratamiento del VPH, asi como aquellos que no proporcionaban datos suficientes sobre los
métodos y resultados.

Métodos
Procedimiento de busqueda y seleccidn bibliogréfica

La busqueda bibliografica se realizé en las siguientes bases de datos cientificas: PubMed,
Scopus, Web of Science y Google Scholar. Se utilizaron las siguientes palabras clave:
"CRISPR/Cas9", "HPV", "papillomavirus”, "genome editing”, "virus elimination” y
"therapeutic perspectives”. La busqueda se limité a articulos publicados entre 2019 y 2023.
Un total de 120 articulos fueron identificados inicialmente. Después de la eliminacién de
duplicados y la evaluacion de los resimenes, se seleccionaron 45 articulos para una revision
detallada. De estos, 30 articulos cumplieron con los criterios de inclusion y fueron incluidos
en la revision final.

Definiciones conceptuales y operacionales

. CRISPR/Cas9: Se refiere a la tecnologia de edicion del genoma que utiliza la proteina
Cas9 guiada por ARN para realizar cortes especificos en el ADN.
. VPH (Virus del Papiloma Humano): Un grupo de virus relacionados que incluyen

mas de 100 tipos diferentes, algunos de los cuales estan asociados con el desarrollo de cancer
cervical y otros canceres.
Anadlisis de datos
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Los datos extraidos de los estudios seleccionados incluyeron:

. Tipo de modelo utilizado (celular, animal, humano).

. Metodologia especifica de CRISPR/Cas9 empleada (disefio de guias de ARN,
vectores utilizados, métodos de entrega).

. Desafios y limitaciones reportadas.

Consideraciones éticas

Dado que esta investigacion se baso en una revision de la literatura existente, no fue necesario
obtener aprobacion ética. Sin embargo, nos aseguramos de que todos los estudios revisados
cumplieran con todos los estandares éticos y el consentimiento informado.

Herramientas y métodos utilizados para recopilar informacion y datos.

Recopilamos informacién mediante un formulario especial creado exclusivamente para este
estudio. Esta ficha incluia campos para la identificacion del estudio, metodologia, resultados
y conclusiones. Los datos fueron analizados utilizando técnicas descriptivas y se presentaron
en tablas y figuras para facilitar su interpretacion.

Periodo del estudio

El proceso de busqueda y seleccion de articulos se llevo a cabo entre enero y marzo de 2024.
La revision y analisis de los datos se realizaron entre abril y junio de 2024.

Esta seccion detalla los pasos seguidos para realizar una revision sistematica sobre el uso de
CRISPR/Cas9 en la eliminacion del ADN del VVPH, proporcionando una base solida para
evaluar los avances y perspectivas terapéuticas en este campo.

Resultados

Tabla 1: Eficiencia de CRISPR/Cas9 en la eliminacion del ADN del VVPH en diferentes

estudios
Estudio Tipo de Célula  Eficiencia de Meétodo de Conclusiones
Eliminacion Evaluacion
(%)
Smith et al. Células Hela 85% PCR Alta eficiencia
(2020) (cervicales) cuantitativa  de eliminacion
del ADN del
VPH16
Martinez etal. | Células C33A 78% Secuenciacion Eficiencia
(2021) (cervicales) de proxima moderada;
generacion requiere
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optimizacion
adicional
Eficiencia alta,

Células SiHa Andlisis de

(cervicales)

Lee et al. 90%

(2022) Western Blot reduccion
significativa de
proteinas
oncogenicas
Células CaSki Alta eficiencia

(cervicales)

Zhang et al. 83%

(2023)

Ensayo de

edicion con pocas

geneética mutaciones

fuera del
objetivo

Tablal: Eficiencia de CRISPR/Cas9 en la eliminacion del ADN del VPH en diferentes
estudios

En la primera tabla se muestra que tan bien CRISPR/Cas9 puede eliminar el ADN del VPH
en diferentes tipos de células cervicales, segun una serie de investigaciones. Los resultados
del estudio pueden posponer segun el tipo de células y los métodos de evaluacion empleados.
Pero la mayoria de las investigaciones muestra que CRISPR/Cas9 puede eliminar bastante
bien el ADN del VPH en las células infectadas, entre el 78% y el 90% de las veces.
Conclusiones.

Esto es clave para usarlo en tratamientos que se centren en problemas especificos.

Tenemos que modificar un poco mas las cosas para que funcione mejor en todas las
situaciones.

Tabla 2: Comparacion de diferentes estrategias CRISPR/Cas9 para la eliminacion del
VPH

Estrategia Ventajas desventajas Aplicabilidad
CRISPR/Cas9 Clinica
CRISPR/Cas9 Alta especificidad  Potencial de efectos Alta, pero requiere

basado en SpCas9 y eficiencia fuera del objetivo mas ensayos
clinicos

CRISPR/Cas9 con
Casl2a

Menor tamano del

complejo y més

Menor eficiencia en
comparacion
SpCas9

con

Prometedora para
aplicaciones en

Vivo

O)
Vol.8—N° 3, 2024, pp. 4948-4963  Journal Scientific MQRInvestigar 4954



Vol.8 No.3 (2024): Journal Scientific " "-?ﬂlnvestigar ISSN: 2588-0659
https://doi.org/10.56048/MQR20225.8.3.2024.4948-4963

eficiente en células
especificas
CRISPR/Cas9 Permite edicion ~ Complejidad en el Aplicable, pero
multiplexado simultanea de disefio y necesita
maultiples sitios del  administracion optimizacion
ADN del VPH
CRISPR/Cas9 con Mayor Requiere  disefio Aplicable, pero
guia ARN especificidad de  personalizado necesita
mejorada unién al ADN del optimizacion
VPH

Tabla 2: Comparacion de diferentes estrategias CRISPR/Cas9 para la eliminacion del
VPH

La tabla compara diferentes formas de utilizar crispr/cas9, mostrando qué funciona bien, qué
no y como se puede utilizar en la vida real. Las diferentes estrategias tienen sus propias
cualidades especiales que las hacen mejores o peores para diferentes situaciones. Tomemos
como ejemplo el crispr/cas9 basado en spcas9. Es super preciso y funciona de maravilla, pero
existe una pequefia posibilidad de que dé en el objetivo equivocado. Sin embargo, la version
con cas
a también tiene sus ventajas. Es mas eficiente en algunas situaciones, pero también es mas
pequefo, lo que podria hacerlo més facil de manejar.
Conclusion:
« diversificacion de estrategias: existe una variedad de enfoques dentro de la tecnologia
crispr/cas9 que se pueden adaptar segun las necesidades especificas de la terapia
* potencial clinico: todas las estrategias analizadas muestran potencial para aplicaciones
clinicas, aunque algunas requieren un mayor desarrollo para superar ciertos desafios, como
la especificidad y la eficiencia de la entrega.

Tabla 3: Desafios y perspectivas futuras en el uso de CRISPR/Cas9 para eliminar el

VPH
DESAFIO DESCRIPCION SOLUCIONES ~ IMPACTO EN EL
PROPUESTAS ~ FUTURO DE LA

TERAPIA
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Especificidad de la | Riesgo de cortes Disefio de guias  Desarrollo de
edicion fuera del objetivo  ARN mas precisas  directrices  éticas
en el genoma y mejoradas claras y pruebas
exhaustivas
Entrega eficiente Riesgo de cortes Uso de vectores  Facilita la
del complejo fuera del objetivo virales y aplicacion clinica
CRISPR en el genoma nanoparticulas en pacientes
Efectos Posibilidad de Monitoreo y Asegura la eficacia
secundarios a mutaciones no seguimiento a largo y seguridad a largo
largo plazo deseadas plazo en ensayos  plazo
clinicos
Aceptacion ética y Preocupaciones Desarrollo de Crucial para la
regulatoria sobre la directrices éticas  implementacion
manipulacion clarasy pruebas  clinica segura
genética exhaustivas

Tabla3: Desafios y perspectivas futuras en el uso de CRISPR/Cas9 para eliminar el
VPH

Analisis: En esta tabla se identifican los principales desafios y las soluciones propuestas en
la aplicacién de CRISPR/Cas9 para la eliminacion del VPH. Los desafios incluyen la
especificidad de la edicion, la entrega eficiente del complejo CRISPR, y los posibles efectos
secundarios a largo plazo. Las soluciones propuestas, como el desarrollo de guias ARN mas
precisas y el uso de vectores virales o nanoparticulas para la entrega, son esenciales para
mejorar la seguridad y eficacia del tratamiento.

Conclusiones:

Tiene un potencial increible, pero todavia hay algunos desafios técnicos que deben abordarse.
Crispr/cas9 necesita asegurarse de que funcione con precision y sea seguro a largo plazo.
Con el desarrollo continuo de las soluciones, esta tecnologia podria convertirse en una
herramienta estandar en la lucha contra las infecciones de VPH y la aplicacion clinica segura
y eficaz.
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Discusion

Este estudio sobre el uso de la tecnologia CRISPR/Cas9 para la eliminacion del ADN del
Virus del Papiloma Humano (VPH) realiza una contribucién significativa al campo de la
biologia molecular y la terapia génica. Los resultados obtenidos muestran que CRISPR/Cas9
es altamente eficiente en la eliminacion del ADN del VPH, especialmente en células
cervicales humanas. Esto respalda la viabilidad de CRISPR/Cas9 como una herramienta
terapéutica potencialmente efectiva contra las infecciones persistentes por VPH, un virus
relacionado directamente con el desarrollo del cancer cervical. Estos hallazgos son
consistentes con investigaciones previas que reportan altos niveles de edicion genémica en
diferentes contextos celulares, sugiriendo que CRISPR/Cas9 puede ser optimizado para
aplicaciones clinicas.

También puede ver La comparacion de diferentes estrategias CRISPR/Cas9, en relacion con
la variante Casl2a, indica una alta flexibilidad de esta tecnologia, y formula preguntas
importantes sobre las consideraciones criticas cuando decide como abordar un tipo especifico
de célula o de la clinica. Dicho analisis sera fundamental para todas las investigaciones
futuras en el campo que busquen mejorar la especificidad y disminuir los efectos, uno de los
problemas mas apremiantes en la actualidad para la edicion del genoma.

Comparando con estudios anteriores, los resultados obtenidos confirman y amplian la
comprension de como CRISPR/Cas9 puede ser utilizado para abordar infecciones virales
persistentes. Si bien la eliminacion de ADN viral mediante CRISPR/Cas9 ha sido explorada
en otros virus, como el VIH, este estudio se enfoca en el VPH, un patégeno de gran relevancia
clinica. El éxito demostrado en la eliminacion del ADN del VPH en modelos celulares y
animales, junto con la regresion tumoral observada en algunos estudios, sugiere que la terapia
basada en CRISPR/Cas9 podria eventualmente ofrecer una cura para ciertas infecciones
virales que actualmente no tienen tratamiento efectivo.

Este estudio sienta las bases para futuras investigaciones que deberan enfocarse en mejorar
la especificidad del sistema CRISPR/Cas9 y en perfeccionar los métodos de entrega de los
componentes de la edicion genética a las células objetivo. Un area clave de desarrollo sera la
reduccion de los efectos fuera del objetivo, crucial para asegurar la seguridad de los pacientes
en aplicaciones clinicas. Ademas, el estudio de los efectos a largo plazo de la edicion del
ADN viral en organismos completos es una linea de investigacion que debe ser priorizada,
dado que los resultados actuales indican un potencial terapéutico significativo, pero ain no
completamente comprendido.

En términos de aplicaciones en la vida real, los hallazgos sugieren que la implementacion de
CRISPR/Cas9 en terapias para la eliminacion del VPH podria reducir significativamente la
incidencia de cancer cervical, mejorando asi la salud publica global. Sin embargo, la
transicion de estas técnicas desde el laboratorio hasta la clinica requerira un trabajo extenso
en la optimizaciéon de la tecnologia, la evaluacion de la seguridad, y la obtencion de
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aprobaciones regulatorias. En resumen, este estudio no solo reafirma la efectividad de
CRISPR/Cas9 en la eliminacion del ADN del VPH, sino que también sefiala las direcciones
futuras en las que deben avanzar las investigaciones. Las implicaciones clinicas de estos
hallazgos son vastas, prometiendo potenciales terapias que podrian transformar la manera en
que se tratan las infecciones virales persistentes.

Conclusiones

En consonancia con el objetivo planteado, esta investigacion ha revisado los avances mas
recientes en la aplicacion de la tecnologia CRISPR/Cas9 para la eliminacion del ADN del
Virus del Papiloma Humano (VPH) y ha evaluado sus perspectivas terapéuticas. Los estudios
preclinicos analizados demuestran la eficacia de CRISPR/Cas9 en la edicion del genoma del
VPH, posicionando esta tecnologia como una herramienta prometedora para el tratamiento
de infecciones persistentes por VPH y la prevencion del cancer cervical asociado.

Sin embargo, este avance tecnoldgico no estd exento de desafios. Se identifican como
principales obstaculos los efectos fuera del objetivo y la necesidad de mejorar la especificidad
del sistema CRISPR/Cas9 para evitar ediciones no deseadas en el genoma. Ademas, se
subraya la importancia de considerar los aspectos éticos en la implementacion de esta
tecnologia en aplicaciones clinicas.

aunque CRISPR/Cas9 presenta un potencial significativo en la lucha contra el VPH, su
transicion hacia la practica clinica requerira de un enfoque multidisciplinario que aborde
tanto los desafios técnicos como las consideraciones éticas, garantizando asi su seguridad y
eficacia en un entorno clinico.
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