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Resumen

La udltima revolucion de este siglo ha sido la “herramienta” genética CRISPR-Cas9.
Frente a una tecnologia tan prometedora y sus potenciales aplicaciones en los seres
humanos, se ha convertido en obligatoria una revision bioética que facilite su correcta
administracién. A partir del trabajo de los padres de esta herramienta, se han
presentado los avances que han llevado a esta tecnologia a ser una de las principales
herramientas de ediciébn genética, a la par que se ha realizado una revision de las
consideraciones bioéticas de aplicar esta tecnologia en seres humanos. Se han
tratado tres lineas fundamentales: aplicacién en linea somatica, en linea germinal y

genética dirigida (gene drive).

Se disefiaron ecuaciones de busqueda para la seleccion de articulos de los autores
clave y sobre los conceptos bioéticos objetivo de la revision. A partir de estas
ecuaciones, se han obtenido 38 articulos para la revisibn de los padres de la

herramienta y 22 articulos para la revisidn bioética.

La revision de los articulos de los autores claves aporté una vision de los trabajos de
estos investigadores en la consecucidn de esta tecnologia, recogiendo los inicios de
esta técnica, el desarrollo y establecimiento de los protocolos de edicibn y su
aplicacion en seres humanos y la implantacion de las Gltimas novedades y mejoras,
particularmente para la edicion de células humanas. La revisién bioética alerté de los
limites que esta tecnologia ha podido traspasar, la necesidad de perfeccionamiento y
los futuros logros que se han proyectado; donde se abord6 la posibilidad del
mejoramiento humano y del disefio de seres humanos como grandes dilemas bioéticos
que ha introducido la herramienta CRISPR-Cas en el panorama cientifico y social

actual.

Palabras clave

CRISPR-Cas9 - Edicion genética - Mojica - Doudna - Charpentier - Zhang - Bioética -

Mejoramiento humano
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Abstract

The last revolution of this century has been the genetic “tool” CRISPR-Cas9. Faced
with such a promising technology and its potential applications in humans, a bioethical
review has become mandatory to facilitate its correct administration. Based on the work
of the parents of this tool, the advances that have led this technology to be one of the
main genetic editing tools have been presented, along with a review of the bioethical
considerations of applying this technology in humans. Three fundamental lines have

been treated: application in somatic line, in germ line and gene drive.

Search equations were designed for the selection of articles by the key authors and on
the objective bioethical concepts of the review. From these equations, 38 articles have
been obtained for the review of the parents of the tool and 22 articles for the bioethics

review.

The review of the articles of the key authors provided a vision of the work of these
researchers in the achievement of this technology, collecting the beginnings of this
technique, the development and establishment of the editing protocols and its
application in human beings and the implantation of the latest developments and
improvements, particularly for editing human cells. The bioethical review warned of the
limits that this technology has been able to cross, the need for improvement and the
future achievements that have been projected; where the possibility of human
enhancement and the design of human beings were addressed as great bioethical
dilemmas that the CRISPR-Cas tool has introduced in the current scientific and social

scene.

Key words

CRISPR-Cas9 - Gene editing - Mojica - Doudna - Charpentier - Zhang - Bioethics -
Human enhancement
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INTRODUCCION

El avance cientifico en el campo de la edicion genética en las Gltimas décadas ha
alcanzado cotas que se creian impensables. La carrera por desentrafiar y dilucidar las
nuevas cuestiones y limites de estas tecnologias lleva a la comunidad cientifica al
continuo seguimiento, cuestionamiento y debate de esta serie de logros, que en cierta
medida se pueden catalogar como “progresos”. Sin duda alguna, la revolucién de este
siglo es la “herramienta” conocida como CRISPR y su sistema de aplicacién, en
general, la tecnologia CRISPR-Cas. Frente a una tecnologia tan prometedora y sus
potenciales aplicaciones en los seres humanos, se convierte en obligatoria una

revision bioética que facilite su correcta administracion.

La herramienta CRISPR-Cas9

La palabra CRISPR, surge del acr6nimo compuesto por las mismas letras y que
simplifica el término, “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”,
traducido como “Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas”. El estudio de esta tecnologia ha cautivado a numerosos cientificos a
lo largo de las ultimas décadas y se puede hablar de nombres propios, que han sido
claves en el desarrollo de esta.

Para contextualizar esta tecnologia, se puede acudir a la descripcién que aporta el
trabajo fundamental y valedor del Premio N6bel de Quimica 2020; presentado por las
doctoras Jennifer Anne Doudna y Enmanuelle Charpentier; “Los sistemas de
repeticiones palindrobmicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas
(CRISPR)/asociadas a CRISPR (Cas) proporcionan a las bacterias y arqueas
inmunidad adaptativa contra virus y plasmidos mediante el uso de ARN CRISPR
(ARNCcr) para guiar el silenciamiento de los acidos nucleicos invasores” (Jinek et al.,
2012). “El ARNcr maduro que esté apareado en bases con el ARNcr activador en trans
(ARNtracr) forma una estructura de dos ARN que dirige a la proteina Cas9 asociada a
CRISPR para introducir escisiones de doble cadena (doble strand) en el ADN diana.
En los sitios complementarios a la secuencia guia de ARNcr, el dominio de la nucleasa
Cas9 HNH escinde la cadena complementaria, mientras que el dominio similar a Cas9
RuvC escinde la cadena no complementaria” (Jinek et al., 2012). En las siguientes
figuras, Figura 1 y Figura 2, se observa como “Cas9 se puede programar utilizando
una sola molécula de ARN disefiada que combina caracteristicas de ARNtracr y
ARNcr”.



Revision bibliografica del sistema CRISPR-Cas9: Principales investigadores e implicaciones
bioéticas en seres humanos.

Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex
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Figura 1: Cas9 programado por una estructura doble ARNcr:ARNtracr- “En
los sistemas CRISPR/Cas de tipo Il, Cas9 se guia por una estructura de dos
ARN formada al activar ARNtracr y dirige a ARNcr para escindir el ADN doble
cadena especifico del sitio”. (Fuente: Jinek et al., 2012)

Cas9 programmed by single chimeric RNA
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Figura 2: Cas9 programado por un ARN simple quimérico - “Un ARN
guimérico generado al fusionar el extremo 3 'de ARNcr con el extremo 5' de
ARNtracr”. (Fuente: Jinek et al., 2012)

Con ello, se puede entender esta, la herramienta CRISPR-Cas9, como un sistema
bicomponente, CRISPR y Cas9, por medio del cual se puede lograr la edicién del
genoma de un organismo. Para ello, en primer lugar, se requieren unos factores
preproceso, consistentes en la secuencia de ADN de interés preidentificada y una
secuencia de ARN guia complementaria a esta secuencia de interés. Se afiade a la
preparacion con la muestra de interés, la secuencia de ARN guia y la enzima Cas9. La
secuencia guia se unira a la seccién correspondiente del ADN, en donde, la enzima
Cas9 cortara el ADN en un lugar determinado previamente; el corte se consigue a
partir del disefio de una secuencia protoespaciadora, que sera reconocida por la

proteina y que se denomina secuencia PAM. Tras el evento de corte, se activara el
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mecanismo de reparacion del ADN; punto en el que se puede incorporar una
secuencia de ADN modificada para reemplazar la seccién cortada o respetar el

proceso natural de reparacion.

En tanto que una tecnologia con el potencial que presenta CRISPR-Cas9 pueda
aplicarse y se aplica en seres humanos, concretamente en células de origen humano,
se han de valorar los limites, las consecuencias o los inconvenientes bioéticos que

puedan producirse por y para la aplicacion de esta.

Implicaciones bioéticas

La bioética es “la ciencia que regula la conducta humana, el comportamiento humano
en el campo de la vida y la salud a la luz de valores y principios morales fundados en
la dignidad de la persona humana” (Pardo Saenz, 2004). Por tanto, la Bioética se
basa en una concepcién del hombre lo mas acertada posible. Puesto que la ética trata
de determinar aquellas acciones que son buenas o malas desde el punto de vista
moral; la ética s6lo serd posible cuando se considera al hombre como un ser
trascendente. Es decir, sin menospreciar a la razén, es mas, apoyandose en ella, se
considera al hombre como un animal racional; o en palabras de Boecio: sustancia
individual de naturaleza racional (Originalmente publicado en latin; Persona est
naturae rationalis individua substantia (Boethius, 520)).

La bioética “constituye una fuente de principios y normas de comportamiento que
iluminan la conciencia y orientan a hacer elecciones siempre respetuosas de la vida y
de su dignidad. ...la bioética da respuestas éticas acerca de lo que se puede hacer y
no se puede hacer en el campo de la vida humana (Pardo Saenz, 2004). Se entiende
el fin de esta ciencia, como la “solucién” a las posibilidades del ser humano, en tanto,
que actua para guiar al ser humano correctamente en la ejecucion por y/o para un fin.
Con ello hay que fijar el eje en la cuestion fundamental, el ser humano, “el criterio ético
fundamental que regula esta ciencia es el respeto al ser humano, a sus derechos

inalienables, a su bien verdadero e integral: la dignidad humana” (Pardo Saenz, 2004).

La identidad humana tiene como soporte inmediato el concepto de dignidad que, en
este caso, se especifica en la dignidad humana. La identidad provee al ser humano de
esa diferencia respecto a un objeto cualquiera y con ello, la responsabilidad de que asi
sea, es decir, mantenerse como sujeto digno. Ya que “la criatura racional es un sujeto
personal con una dignidad propia. ...por el hecho de ser un sujeto personal, tiene una
dignidad” y por ello “no puede ser considerado como una cosa, un objeto, un medio

para obtener un fin, sino como un fin en si mismo” (Pardo Saenz, 2004).
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Si se entiende a este ser humano como un ser racional digno, es decir, que se destaca
sobre el resto de los seres, se ha de entender a este como un ser que, sin desproveer
de valor al resto, tiene un valor afiadido, incluso, en términos cuantitativos, tiene un
valor superior al resto de seres. En este punto, se puede dilucidar una confluencia
entre el planteamiento racional del ser humano y la Revelacion, que entendiendo al ser
humano como creado a imagen y semejanza de Dios, es provisto de su dignidad, y es

elevado a una categoria superior respecto del resto de seres.

Entonces, un ser humano con su identidad y dignidad inherente esta llamado al
gobierno responsable del resto de seres. En la antropologia cristiana, se puede
entender al ser humano como administrador de la Creacién, con ello, es explicita la
responsabilidad depositaria del ser humano, concepto central de la enciclica Laudato
si, elaborada por el Papa Francisco |. Esta enciclica llama al cuidado de la “Casa
comun”. El Papa Francisco expone, “el desafio urgente de proteger nuestra casa
comun incluye la preocupacién de unir a toda la familia humana en la basqueda de un
desarrollo sostenible e integral... El Creador no nos abandona, nunca hizo marcha
atrds en su proyecto de amor, no se arrepiente de habernos creado” (Francisco,
Laudato si, 2015); donde se atisba la responsabilidad depositada en el ser humano
para la correcta administracion. Con ello y con el obsequio y el deber de cuidar al resto
de seres, es primordial “la aceptacién del propio cuerpo como don de Dios para acoger
y aceptar el mundo entero como regalo del Padre y casa comun, mientras una légica
de dominio sobre el propio cuerpo se transforma en una l6gica a veces sutil de
dominio sobre la creacion”, (Francisco, Laudato si, 2015); significando, a su vez un

deber de administrar no de dominar/someter como un tirano somete a un pueblo.

Inmediatamente a las palabras anteriores, Francisco alerta sobre el respeto a la
Creacion, concretamente dirigido al respeto al ser humano, en este caso con su deber
de respetar su propio cuerpo. El ser humano ha de “aprender a recibir el propio
cuerpo, a cuidarlo y a respetar sus significados, es esencial para una verdadera
ecologia humana” (Francisco, Laudato si, 2015). Es a su vez, en palabras de
Benedicto XVI, la ecologia del hombre en la que “también el hombre posee una
naturaleza que él debe respetar y que no puede manipular a su antojo” (Benedicto
XVI, Discurso al Deutscher Bundestag, 668, 2011). Con ello, se aborda la posibilidad
que la ingenieria genética abre con los procesos de modificacion genética como es la
herramienta CRISPR-Cas9, en tanto que pueda comprometer la identidad humanay al
propio ser humano. Si es el ser humano administrador del resto de seres y esta
llamado al cuidado y respeto de su propio cuerpo, ¢ Puede hacer compatible esto con

la posibilidad de alterar su propio cuerpo mediante la modificacion genética?
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Atendiendo a los principios para regir la bioética, se han de diferenciar varios,
fundamentales, que deben guiar el comportamiento ético y que, con esta necesidad,

defiendan y protejan la dignidad del ser humano.

El ser humano debe atender al principio de que “la vida humana es inviolable, tiene un
valor seguro: la vida humana no es la vida de un conjunto de érganos, sino la vida de
una persona, que vale no por lo que tiene, sino por lo que es y esta llamada a ser”
(Pardo Séenz, 2004), en el que se hace presente el destino transcendental del ser

humano y la propia importancia del ser, por el hecho de serlo.

También es importante el principio del “nexo verdad-vida (naturaleza)-libertad: la razén
establece aquello que para el hombre es bueno y aquello que para el hombre es malo.
...La ley natural conlleva una exigencia ética en tanto que dirige el comportamiento
para que sea conforme a la naturaleza, para que sea un comportamiento racional,
humano. Podriamos decir que es como el manual de funcionamiento de una maquina:
si no se sigue, si se ignora o desprecia, se estropea la maquina. Por eso, la norma
moral hay que considerarla ...como el actuar de acuerdo con lo que son las cosas en
su objetividad, en su verdad, como el mejor camino para desarrollarse como personas.
...De la misma manera que la noche no puede ir en contra del dia, si ho hay dia no
hay noche, la libertad no puede ir en contra de la naturaleza. La libertad debe ser
guiada por la razén” (Pardo Saenz, 2004); el ser humano desde su libertad y dirigido a
la verdad, ha de actuar sin contravenir la naturaleza y con ello, juzgar si son correctos
aguellos comportamientos que tangencialmente a esta, pueden atravesar la linea
natural, que, como la maquina anteriormente citada, pueda comprometer el buen

funcionamiento de la maquina, rompiéndola de forma temporal o permanentemente.

A colacion de esta cuestion, se introduce el siguiente principio “la ciencia, la técnica y
el progreso estan al servicio del hombre: La ciencia, la medicina, la investigacion...
son necesarias, imprescindibles para el desarrollo del ser humano. El progreso y la
culminacion estan ligados al dominio de la creacion. Mas, no cualquier forma de
dominio es bueno, humano” (Pardo Sé&enz, 2004). Para incidir en la cuestion del
dominio sobre la Creacion, el catecismo de la Iglesia catdlico afirma, que “tanto la
investigacion cientifica de base como la investigacién aplicada constituyen una
expresion significativa del dominio del hombre sobre la creacion. La ciencia y la
técnica son recursos preciosos cuando son puestos al servicio del hombre y
promueven su desarrollo integral en beneficio de todos; sin embargo, por si solas no
pueden indicar el sentido de la existencia y del progreso humano. La ciencia y la

técnica estan ordenadas al hombre que les ha dado origen y crecimiento; tienen por
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tanto en la persona y en sus valores morales el sentido de su finalidad y la conciencia
de sus limites” (Iglesia Catdlica, Catecismo de la Iglesia Catélica, 2293). Continuando
con el principio de, la ciencia al servicio del hombre, Pardo Saenz mantiene que “la
ciencia, la técnica y el progreso estan al servicio del hombre. Toman de la persona y
de sus valores morales la orientacion de su finalidad y el conocimiento de sus limites.
Su finalidad es la defensa, protecciébn y desarrollo de la vida humana, no su
manipulacién y/o eliminacion. Por tanto, toda intervencién que amenace la integridad o
la dignidad de la persona no es humana, no es ciencia en sentido estricto, no es
progreso, no es avance... La bioética suministra a la ciencia y a la técnica los criterios
racionales y las normas necesarias para la proteccion del bien integral de la persona.

La bioética puede y debe defender al hombre de si mismo” (Pardo Saenz, 2004).

Los siguientes principios merece ser presentados juntos por la cuestion central que
entrafian, en tanto, que la posibilidad y la finalidad, son factores determinantes de la
libertad y teleologia humana, mas, se han de autolimitar. Con ello, estos principios son
“no todo lo que es técnicamente posible puede considerarse moralmente admisible” y
“el fin no justifica los medios”. Para Pardo Saenz, “en el terreno de la vida humana hay
infinidad de posibilidades técnicas de actuacién, mas, no todas son licitas. La licitud la
determina el respeto por la dignidad de la persona humana” (Pardo Saenz, 2004).
Sobre la finalidad, el catecismo de la Iglesia Catdlica ilustra este punto, afirmando que
“las investigaciones o experimentos en el ser humano no pueden legitimar actos que
en si mismos contrarios a la dignidad de las personas y a la ley moral. El eventual
consentimiento de los sujetos no justifica tales actos. La experimentacion en el ser
humano no es moralmente legitima si hace correr riesgos desproporcionados o
evitables a la vida o a la integridad fisica o psiquica del sujeto” (Iglesia Catdlica,
Catecismo de la Iglesia Catdlica, 2295).

Para finalizar con los principios de la bioética, se trata la regla de oro de la bioética,
“tratar a los demas como a uno le gustaria que lo tratasen”. “La bioética esta llamada a
defender siempre la verdad de la relaciébn de una persona con otra persona; una
persona que pide ser ayudada a realizarse en sus potenciales personales” (Pardo
Saenz, 2004). Este principio, se puede entender facilmente recurriendo a San Mateo,
Evangelista; “Asi que todas las cosas que querais que los hombres hagan con

vosotros, asi también haced vosotros con ellos.” (Santa Biblia, 1995, Mt 7:12).

A partir de unos principios sdlidos que permitan abordar debidamente la cuestion
presentada acerca de las tecnologias de edicion genética, concretamente en los

sistemas CRISPR-Cas9, se puede realizar una revision bioética adecuada.
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El desarrollo del sistema CRISPR/Cas 9 ha reavivado el debate sobre las aplicaciones
de edicidon de genes en muchas areas, incluidas la investigacion bioldgica, la salud
humana vy la agricultura y la produccién de alimentos, entre otras (Greene y Master,
2018). Con esto, no solo es importante el trabajo en diferentes areas sociales, si no,
que hay que atender a la realidad mas inmediata que afecta a la naturaleza humana,
que es el propio ser humano. La aplicacion de esta tecnologia encuentra el primer

punto de choque con la bioética en tanto a la aplicacién directa con el cuerpo humano.

Lineas de trabajo de la bioética para CRISPR-Cas9

Se introducen las lineas directas de trabajo en el ser humano, el trabajo en la linea
germinal y el trabajo en la linea somética. Antes de tratarlas, se han de definir estos
conceptos; segun el National Human Genome Research Institute (NIH), se entiende
por células somaticas, a aquellas “células del organismo, diferentes de los 6vulos y los
espermatozoides. En los seres humanos, las células somaticas son diploides, lo que
significa que contienen dos conjuntos de cromosomas, uno heredado de cada
progenitor. Las mutaciones en el ADN en las células somaticas pueden afectar a una
persona, pero no pueden ser transmitidas a su descendencia”. Mientras que el NIH,
define a la linea germinal, a aquellas “células sexuales (6vulos y espermatozoides)
que los organismos de reproduccion sexual usan para transmitir su genoma de una
generacion a otra (de los progenitores a la descendencia). Los 6vulos y los
espermatozoides se llaman células germinales, a diferencia de otras células del

cuerpo, que se llaman células somaticas”.

Por lo tanto, se evidencia que la principal diferencia entre estas lineas de trabajo de la
edicién genética es la caracteristica de la heredabilidad, caracteristica que esta ligada
intimamente con las células de la linea germinal. Esta cuestion, supone

inconvenientes bioéticos afiadidos a valorar a la hora de tratar este tipo celular.

A su vez, se introduce un tercer concepto como linea de trabajo que es el “gene drive”.
Para encontrar una descripcién acertada de este concepto, se recurre a la que el
equipo del zodlogo H. C. J. Godfray propone; en el contexto de “un gen particular, en
un cromosoma particular y en ausencia de seleccion, tiene una probabilidad de 50:50
de estar presente en un gameto individual. El gene drive ocurre cuando un gen es
capaz de subvertir de alguna manera la segregacion mendeliana para que esté
sobrerrepresentada en los gametos. ...El gene drive funciona a través de la
competencia entre los alelos a nivel del gen en lugar del individuo” (Godfray, et al,
2017). De tal manera que en un contexto de gene drive, la propagacion de un gen es

superior, entendiéndose por superior, en el contexto de una poblacion, a la rapidez con
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la que ese gen penetra en dicho conjunto. El equipo de Godfray, concretamente centra
su objetivo en “los “gene drives” de endonucleasas (Driving Endonuclease Genes -
DEG), que incluyen HEG (Homing Endonuclease Genes), sistemas CRISPR-Cas9
modificados y otras construcciones existentes” (Godfray, et al, 2017). Estos “gene
drives” se pueden valorar en la técnica a revisar, CRISPR-Cas9, y por su naturaleza y
principio de accién merecen una revision bioética. Como indican, “en un heterocigoto,
la proteina codificada por un DEG provoca una rotura de doble cadena en el
cromosoma homélogo opuesto a donde se inserta su gen y cuando la rotura se repara
utilizando el homdlogo como plantilla, el heterocigoto DEG se convierte en un
homocigoto. Algunos DEG se producen de forma natural, mientras que se pueden
disefar varias clases de endonucleasas para que se propaguen de esta manera, y los
sistemas basados en CRISPR-Cas9 son particularmente flexibles” (Godfray, et al,
2017); es decir, que en un contexto de transmision de la informaciéon genética a los
individuos de la descendencia, este sistema de endonucleasas, compatible con la
tecnologia CRISPR-Cas9, es capaz de realizar cortes en la secuencia y repararse
utilizando la plantilla impuesta (la del gene drive), de tal manera que el proceso de
recombinacion que ocurre, seguira las directrices del gene drive, suponiendo la
propagacion Unica de este tipo de secuencias. Con ello, la aplicacion en CRISPR-
Cas9 supondria que, contando con un gen objetivo, este puede imponerse a otros
competidores, logrando la mencionada capacidad superior de propagacioén que brinda

esta tecnologia de gene drive.

El estudio de estas cuestiones lleva asociado diferentes fines a los que se puede
orientar y los correspondientes problemas, dificultades y riesgos que entrafia, no solo

para el ser humano, sino que también para cualquier realidad al que esté unido este.
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ANTECEDENTES

Sobre los inicios, hay que remontarse a los albores del siglo XXI, principalmente se
destaca la labor del Profesor Francisco Juan Martinez Mojica y de su grupo de trabajo,
pionero en el trabajo con microorganismos en los que primeramente se observaron
estos mecanismos. El profesor Mojica junto a su equipo, describe en diferentes
articulos, (Maojica et al., 1993; Mojica et al., 1995), secuencias repetidas en arqueas;
“la presencia de largos tramos de repeticiones en tdndem en el genoma de Archaeas
haldfilas... Aunque el papel biolégico preciso no puede determinarse por completo,
todos los datos concuerdan con que las repeticiones en tandem estan involucradas en
la particion de replicon en las halobacterias” (Mojica et al., 1995). No obstante, no se
logran determinar el rol de estas dentro del organismo. Posteriormente, en el afo
2000, mediante un estudio mas amplio en otros grupos, bacterias, arqueas y
mitocondrias, el equipo de Mojica acufia el acronimo “SRSR”, “Short Regularly Spaced
Repeats”, para referirse a las repeticiones encontradas. Segun estos investigadores,
las SRSR “son elementos cortos repetidos que generalmente ocurren en grupos, pero
su principal peculiaridad es el disefio: siempre estan espaciados regularmente por
secuencias intermedias Unicas de longitud constante. En aras de la claridad, y
derivado de las caracteristicas mencionadas, nos referiremos a los miembros de esta
familia de repeticiones como Repeticiones Cortas Regularmente Espaciadas” (Mojica
et al., 2000).

Iniciado el camino de desentrafiar la naturaleza de las secuencias, aparecera la
primera referencia con el nombre de CRISPR, en el afio 2002, “para apreciar su
estructura caracteristica, nos referiremos a esta familia como las repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas (CRISPR)” (Jansen et
al., 2002). Junto a la aparicion del término, y en el mismo articulo, también se
presentan los sistemas/componentes asociados a CRISPR; “se identificaron cuatro
genes asociados a CRISPR (cas) en procariotas que contenian CRISPR que estaban
ausentes en procariotas negativas a CRISPR. Los genes cas se ubicaron
invariablemente junto a un locus CRISPR, lo que indica que los genes cas y los loci

CRISPR tienen una relacion funcional” (Jansen et al., 2002).

El siguiente capitulo en la historia del CRISPR, continta ligado al profesor Mojica, que
junto a su equipo publican en 2005 nuevos avances sobre el CRISPR, teorizando la
relacion de la maquinaria CRISPR con los sistemas o reacciones, inmunes de los
organismos procariotas; “sorprendentemente, estos elementos extracromosémicos no

logran infectar la cepa portadora del espaciador especifica, lo que implica una relacion
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entre CRISPR y la inmunidad contra el ADN objetivo. Los bacteri6fagos y los
plasmidos conjugativos estan involucrados en el control, la evolucién y la
patogenicidad de la poblacién procariética. Todos estos rasgos biol6gicos podrian

estar influenciados por la presencia de espaciadores especificos.” (Mojica et al., 2005).

No seria hasta 2 afios después, cuando se demostraria que mediante el empleo de
sistemas CRISPR, se podian alterar fenotipos bacterianos que afectan a la resistencia
de bacterias, confirmando la relacion entre el sistema CRISPR y los sistemas inmunes
de estos organismos, incluyendo la capacidad que presenta el sistema de modificacién
de la resistencia de la bacteria frente a infecciones virales. “Encontramos que,
después del desafio viral, las bacterias integraron nuevos espaciadores derivados de
secuencias gendmicas de fagos. La eliminacién o adicién de espaciadores particulares
modifico el fenotipo de resistencia a fagos de la célula. Por lo tanto, CRISPR, junto con
los genes Cas asociados, proporciond resistencia contra los fagos, y la especificidad
de la resistencia estd determinada por la similitud de la secuencia del fago

espaciador.” (Barrangou et al., 2007)

Con el inicio de la década de 2010, las publicaciones sobre CRISPR se incrementan
considerablemente, siendo el afio 2012 el punto de inflexion en la historia de la
técnica, de la mano de investigadores de la talla de Jennifer Anne Doudna o
Enmanuelle Charpentier, ganadoras en el afio 2020 del Premio Nobel de Quimica
(2020). En el afio 2011, por ejemplo, se reporta el descubrimiento de ARNcr tipo trans,
necesarios para la ejecucion de la herramienta CRISPR; “la secuenciacion diferencial
de ARN del patdégeno humano Streptococcus pyogenes descubrid tracrRNA, un
pequefio ARN codificado en trans con complementariedad de 24 nucleétidos con las
regiones repetidas de las transcripciones precursoras de crRNA. Mostramos que
tracrRNA dirige la maduracion de crRNAs por las actividades de la RNasa Il
endégena ampliamente conservada” (Deltcheva et al., 2011); junto a descubrimientos
como el anterior, se posibilita la aparicion de la herramienta como tal. Doudna y
Charpentier, publican en 2012 en la revista Science “A Programmable Dual-RNA—
Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity” donde describen un
sistema CRISPR, que se fundamenta en el complejo Cas9; que destaca por “el
potencial para explotar el sistema para la edicion del genoma programable por ARN”
(Jinek et al, 2012). Junto a los trabajos de las investigadoras anteriormente
nombradas, sobresalen los aportes del grupo de investigacion comandado por Feng
Zhang, que al mismo tiempo que Doudna y Charpentier, elabora una serie de
publicaciones que marcan la accion de la herramienta CRISPR-Cas9. Zhang, publica

numerosos articulos en 2013, simultaneamente a Doudna y Charpentier, con avances
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y mejoras de la técnica y de su rango de aplicacion; “Disefiamos dos sistemas
CRISPR/Cas tipo Il diferentes y demostramos que las nucleasas Cas9 pueden ser
dirigidas por ARN cortos para inducir una escisidn precisa en loci gendmicos
endogenos en células humanas y de ratén. Cas9 también se puede convertir en una
enzima de corte para facilitar la reparacion dirigida por homologia con una actividad

mutagénica minima” (Cong, et al., 2013).

Por ultimo, CRISPR-Cas9, introduce numerosas utilidades; “se pueden codificar
multiples secuencias de guia en una sola matriz CRISPR para permitir la edicién
simultanea de varios sitios dentro del genoma de los mamiferos, lo que demuestra la
facilidad de programacién y la amplia aplicabilidad de la tecnologia de nucleasas
guiadas por ARN” (Cong, et al., 2013), “aqui describimos un conjunto de herramientas
para la edicion del genoma mediada por CRISPR-Cas9 a través de la unién de
extremos no homologos (nHeJ) o la reparacion dirigida por homologia (HDRr) en
células de mamiferos, asi como la generaciéon de lineas celulares modificadas para
estudios funcionales posteriores” (Ran, et al., 2013b). En estos articulos, se introduce
la experimentacion en lineas animales y el disefio de eventos de corte preciso y
simultaneos, con las reparaciones del ADN asociadas; o avances como el uso de la
herramienta CRIPSR-Cas9 como seleccionador genético, por ejemplo, de células no
mutadas; “El enfoque se basa en la escision dirigida por doble ARN:Cas9 en el sitio
genOmico objetivo para matar células no mutadas y evita la necesidad de marcadores

seleccionables o sistemas de contraseleccién” (Jiang, et al., 2013).

Padres de la tecnologia CRISPR

Los autores mencionados, principalmente Francisco Juan Martinez Mojica, Jennifer
Anne Doudna, Emmanuelle Charpentier y Feng Zhang, han sido por sus meéritos,
logros y aportaciones, ejes principales en la elaboracién de esta revision. Estos
autores estan considerados como los padres de la herramienta CRISPR-Cas. Citando,
por ejemplo, al Doctor W. B. Derry, “el "Discovering in context" de Francisco Mojica
brinda un relato historico del descubrimiento de CRISPR y los primeros trabajos que
llevaron a sus aplicaciones en la edicion del genoma” (Derry, 2021). El Doctor Derry
también destaca como “el Premio Nobel de Quimica 2020 fue otorgado a las pioneras
de CRISPR-Cas Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna, quienes desarrollaron el
sistema CRISPR-Cas para editar con precision el ADN genémico” (Derry, 2021). Junto
a la labor de estos tres investigadores se afiaden los méritos de Zhang para ser
considerado también padre de la técnica, este, fue pionero en el uso de CRISPR en

células humanas (Cong, et al., 2013) y contra Doudna y Charpentier, participé de una
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batalla legal de patentes de utilizacion del sistema CRISPR. A partir de la revision
histérica publicada por la Universidad de Manchester, se puede seguir facilmente el
recorrido de esta batalla legal; que comienza cuando “una de las primeras solicitudes
de patentes fue presentada conjuntamente por la Universidad de California en
Berkeley, en representacién de Doudna y Charpentier a titulo individual de acuerdo
con las normas de la Universidad de Umea (Suecia); esta solicitud de patente se
presentd en mayo de 2012, mientras que en diciembre de 2012 Zhang y el Instituto
Broad también presentaron una solicitud de patente simultaneamente con la
aceptacion del articulo de Zhang sobre la edicibn de células humanas para su
publicaciébn en Science” (Gostimskaya, 2022). El articulo en cuestion se refiere a
“Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems” (Cong, et al., 2013). La
narracion de la disputa de patentes, continua cuando “inicialmente, fue la solicitud de
Zhang la que result6 exitosa y resulté en una patente en abril de 2014, mientras que la
solicitud de Doudna aun estaba pendiente en ese momento. El equipo de Doudna no
estuvo de acuerdo con la decision, después de lo cual siguié una larga disputa entre
las dos partes, incluidas apelaciones y audiencias judiciales que finalmente llevaron a
una situacion ambigua en la licencia de CRISPR-Cas9. Debido al hecho de que para
2019 ambas partes competidoras tenian patentes en esta area, algunas de las
empresas de biotecnologia que utilizaron el sistema CRISPR-Cas9 en células
humanas recibieron una licencia del equipo de Doudna, mientras que otras, de Zhang.
Sin embargo, la Junta de Apelaciones de la Oficina de Patentes y Marcas de EE. UU.
en febrero de 2022 volvié a confirmar la prioridad de Zhang y el Instituto Broad en la
posicion del titular de la patente para el uso de CRISPR-Cas9 en células humanas.
Doudna y Charpentier, sin embargo, ganaron una disputa similar en Europa”
(Gostimskaya, 2022)
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OBJETIVOS

Objetivo principal

Analizar las implicaciones bioéticas de la técnica en la aplicaciéon de esta, en

células humanas.

Objetivos secundarios

Analizar la produccion cientifica por medio de autores clave, estableciendo un
recorrido de facil seguimiento desde los origenes hasta la actualidad y en
atencion a la importancia de sus obras.

Analizar las principales lineas de trabajo de esta tecnologia y sus
inconvenientes bioéticos

Realizar una revision general de los estudios 0 menciones a las implicaciones
bioéticas de la aplicacion en células humanas.

13
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METODOLOGIA

Con el objeto de elaborar un recorrido sencillo acerca de la techologia CRISPR-Cas9,
se ha optado por seleccionar varios autores considerados como claves, ya que por sus

méritos y aportaciones se consideran los padres de la tecnologia CRISPR.

Base de datos empleada

Para la seleccién de los articulos se ha utilizado “Web of Science (WoS)”; un servicio
en linea que permite el acceso a un conjunto de bases de datos cientificas. Es un
servicio integrado en WoK (Web of Knowledge) y propiedad de Clarivate Analytics, que
permite acceder a un extenso conjunto de publicaciones de articulos cientificos, libros
y otros tipos de materiales académicos. En la WoS, se presentan mas de 36 millones
de registros de mas de 230 disciplinas desde cientificas hasta sociales, artisticas o de
humanidades. Se incluyen también, mas de 10.000 revistas y mas de 100.000 actas
de conferencias y congresos. En Espafia, existe una institucién publica, la FECYT
(Fundacion Espafiola para la Ciencia y la Tecnologia), dependiente del Ministerio de
Ciencia e Innovacion que administra este servicio. Como se recoge en Recursos
cientificos (2023); “La Fundacion Espafiola para la Ciencia y Tecnologia, F.S.P.
(FECYT) es una fundacion publica dependiente del Ministerio de Ciencia e Innovacion.
FECYT trabaja para reforzar el vinculo entre ciencia y sociedad mediante acciones
que promuevan la ciencia, la cultura y la educacién cientificas, dando respuesta a las
necesidades y retos del Sistema Espafiol de Ciencia, Tecnologia e Innovacién. En
este contexto, FECYT gestiona las licencias de las dos principales bases de datos
mundiales de referencias bibliograficas y citas de publicaciones periédicas Web of
Science, propiedad de Clarivate Analytics, y Scopus, propiedad de Elsevier”.

Busqueda de las aportaciones de los autores claves

Para catalogar a los autores como claves, se recurre a las aportaciones y al impacto
de estos, en la tecnologia del estudio y a la consideracion de estos, como los padres
de la tecnologia en estudio. Estos autores son facilmente localizables en las
busquedas, principalmente por factores como el indice h, el nUmero de publicaciones o
el nimero de citas o de referencias. En el estudio de la herramienta CRISPR-Cas9,
indudablemente surgen numerosos nombres propios y equipos de trabajo que se han
dedicado y dedican enteramente a la investigacion y perfeccionamiento de esta

herramienta, mas, solo unos pocos han sido seleccionados como autores claves.

Otro factor, quizas de menos interés, es el factor mediatico; muy ligado al

reconocimiento publico de los investigadores. Sobre esto, los autores también tienen
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relacion principalmente, por el impacto que fuera del mundo cientifico también tienen,
mas, el impacto que se menciona fuera del ambito cientifico, en general, el impacto
social, se refiere Unicamente a sus aportaciones a esta tecnologia, que transcienden

como se menciona, a la propia comunidad cientifica.

Con ello, se seleccionaron los autores “Francisco Juan Martinez Mojica”, “Jennifer
Anne Doudna”, “Emmanuelle Charpentier’ y “Feng Zhang” que por sus aportaciones y
como anteriormente se ha mostrado se catalogan como autores de gran relevancia y

son considerados como los padres de esta tecnologia.

Si se realiza un estudio cronologico de esta tecnologia, el resultado general arroja,
que, las primeras descripciones datan de principios del siglo XXI. Por esta razon, el
periodo de tiempo se acota entre el principio de la década del 2000 hasta la
actualidad, junio de 2023. Debido al conocimiento previo de la materia, cabe
mencionar que las primeras referencias tal como hoy en dia se conoce la herramienta,
no aparecen hasta la década del 2010, mas, estos estudios precedentes fundamentan

la totalidad del sistema de edicién genética y por ello, se han considerado de interés.

Para el disefio de una ecuacién de buasqueda dutil, se parte de una nocion basica de la
tecnologia, especificandose conforme se ejecutan las busquedas. Se utilizan criterios
fundamentales referidos a los autores conforme las ecuaciones de busqueda mas
béasicas se ejecutan. El idioma seleccionado para la basqueda es el inglés debido a la
mayor produccion asociada. Se utilizan en el buscador seleccionado diferentes
ecuaciones con los correspondientes operadores booleanos. Se han utilizado dos

ecuaciones parciales antes de elaborar las finales, estas, son las siguientes:

e CRISPR
e CRISPR-Cas9

A partir de las ecuaciones de busqueda parcial se han elaborado ecuaciones de
busqueda finales, que aglutinen y especifiquen los conceptos de interés para una

busqueda certera y mejor orientada. Se han utilizado las siguientes ecuaciones finales:

e CRISPR (All fields) + Mojica FIM (Author)

e CRISPR (All fields) + Doudna J (Author)

e CRISPR (All fields) + Charpentier E (Author)
e CRISPR (All fields) + Zhang Feng (Author)

Los criterios de inclusion utilizados en la busqueda de articulos fueron los siguientes:
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e Cualquier articulo de la Web of Science.

o Articulos que trataran la tecnologia CRISPR.

e Articulos realizados por los autores clave.

e Articulos en inglés.

e Articulos a partir del afio 2000 (a excepcién de la busqueda para “FJJ Mojica”).
e 8+ 2... articulos con mayor niumero de citas segun el autor - 8 articulos para el

autor con el indice h méas bajo, afiadiendo 2 mas por autor (8 - 10 - 12 - 14)
Los criterios de exclusion utilizados en la busqueda de articulos fueron los siguientes:

o Autores diferentes a “Francisco Juan Martinez Mojica”, “Jennifer Anne
Doudna”, “Emmanuelle Charpentier” y “Feng Zhang”

e Articulos realizados por los autores clave no referidos al objeto de la revision.

e Articulos en idiomas diferentes al inglés.

¢ Articulos anteriores al afio 2000 (a excepcion de la busqueda de “FJJ Mojica”).

Para la seleccion de articulos de revision, el criterio fundamental es el impacto que el
articulo en la comunidad cientifica, valorado por el nUmero de citas y de referencias;
referido a los autores clave. Por ello, se seleccionan aquellos articulos que con un
mayor nimero de citas se consideran mas influyentes. Con ello, los resultados que se
han obtenido de esta seleccidon se ordenaron correctamente para poder observar el
impacto de la produccion de cada autor; y en coOmputos generales la produccion
respecto del tema de revision. La presentacion de estos resultados se ha realizado

siguiendo un criterio de orden cronoldgico, del articulo mas antiguo al mas reciente.

Se han elaborado tablas y graficas para recoger la produccion de los autores
seleccionados, a la par que también se aportan los indicadores sobre estos autores,
namero de citas e indice h. Para complementar y respaldar las fuentes de informacion,
también se afiadieron para las revistas en las que se han publicado los articulos
seleccionados, sus indicadores propios; JIF (Journal Impact Factor) y JCI (Journal
Citation Indicator). Los resultados de esta busqueda por autores se presentan
ordenados en las tablas de forma descendente, desde el articulo mas citado hasta el

articulo con menos citaciones y las revistas consultadas, por mayor valor JIF.

El indice H o indice de Hirsch “se define como el valor maximo de h tal que el
autor/revista dado ha publicado al menos h articulos que han sido citados cada uno al

menos h veces" (Hirsch, 2005).
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Segun Clarivate (2023), el JIF o factor de impacto de la revista “escala las citas

recibidas a contenido reciente por una medida del tamafio de la produccién académica

de la revista”.

Segun Clarivate (2023), el JCI o indicador de citas de una revista “representa el
impacto promedio de cita normalizado por categoria para articulos publicados en el
periodo anterior de tres afios”.

Busqueda de las perspectivas bioéticas de la tecnologia CRISPR

Con el objetivo de obtener un surtido variado de bibliografia de las perspectivas
bioéticas, se emplean en el buscador seleccionado diferentes ecuaciones con los
correspondientes operadores booleanos. Se han utilizado numerosas ecuaciones

parciales antes de elaborar una ecuacion final, estas, son las siguientes:

e CRISPR AND Bioethics

e CRISPR AND Genetic modification AND Bioethics

e CRISPR AND Human cells AND Bioethics

¢ CRISPR AND Genetic modification AND Embryo AND Bioethics
e CRISPR AND Somatic cells AND Bioethics

e CRISPR AND Germ line AND Bioethics

e CRISPR AND Gene drive AND Bioethics

e CRISPR AND Human enhancement

A partir de las ecuaciones de busqueda parcial se han elaborado ecuaciones de
busqueda finales, que aglutinen y especifiquen los conceptos de interés para una

basqueda certera y mejor orientada. Se han utilizado las siguientes ecuaciones finales:

e (All fields) - CRISPR AND Bioethics AND Genetic modification AND Embryo
NOT Animals NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea

e (Allfields) - CRISPR AND Bioethics AND Gene drive AND Human cells

e (All fields) - CRISPR AND Bioethics AND Human enhancement NOT Animals
NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea

A su vez y aprovechando los medios que pone a disposicion la Universidad Catélica
de Valencia, y valiéndose del reconocido prestigio que posee el Observatorio de
Bioética - Instituto Ciencias de la Vida; centro asociado a la mencionada institucién, se
ha realizado una busqueda bibliografica manual entre la produccion cientifica de este

centro. Esta busqueda pone especial interés en aspectos bioéticos relacionados
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directa o indirectamente con la tecnologia CRISPR-Cas9, siempre que estos aspectos

puedan aplicarse en la revisién bibliografica planteada.

Si se realiza un estudio cronoldgico de las aportaciones bioéticas relativas a esta
herramienta, se observa que debido a la concentracion de publicaciones y
perfeccionamiento de la técnica acontecida a partir del afio 2010; el periodo de
publicacion de este tipo de articulos se acota desde la década de 2010 en adelante,
por lo que se propuso un periodo de estudio desde el afio 2013 hasta junio de 2023,
aproximadamente una década. Se han seleccionado articulos que sin tratar
directamente de la técnica CRISPR, tratan aspectos importantes sobre la modificacion
genética humana y se pueden aplicar para la revisidn bioética. Ademas, el idioma
seleccionado para la busqueda fue el inglés debido a la mayor produccién asociada al
idioma; no obstante, tras la busqueda manual llevada a cabo entre la bibliografia que

ofrece el Observatorio de Bioética, se han seleccionado articulos en castellano.

Para la correcta seleccion de los articulos, durante la busqueda bibliografica se han
utilizado criterios de inclusion y de exclusién. Estas herramientas facilitan este
proceso, pues sirven para especificar los resultados que se obtienen siempre que se
apliguen con sentido y de manera correcta; estableciendo a su vez, los limites de la

revision del tema de interés.

Los criterios de inclusion utilizados en la busqueda de articulos que trataran los

aspectos bioéticos de esta tecnologia fueron los siguientes:

e Cualquier articulo de la Web of Science.

e Articulos que trataran la tecnologia CRISPR en humanos.

e Articulos que trataran los aspectos bioéticos de la tecnologia CRISPR.

¢ Articulos que utilizaran la tecnologia CRISPR para modificar el codigo genético.
e Articulos en inglés (a excepcion de los articulos del Observatorio de Bioética).

e Articulos a partir del afio 2013.

e 6 articulos con mayor niumero de citas (Si la busqueda di6 como resultado un

nuimero menor o igual a 6, se han seleccionado todos los articulos)

Los criterios de exclusion utilizados en la busqueda de articulos que trataran los

aspectos bioéticos de esta tecnologia fueron los siguientes:

e Estudios sobre CRISPR en Animales, Plantas, Bacterias y Arqueas.
e Articulos en idiomas diferentes al inglés (a excepcion de los articulos del

Observatorio de Bioética).
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e Articulos anteriores al afio 2013.

La fundamentacion del estudio bioético propuesta se ha basado en las lineas
introducidas con anterioridad. Las lineas de trabajo para CRISPR-Cas9, se han
dividido en “células somaticas”, “linea germinal” y “gene drive”, a lo que se afaden
consideraciones generales que puedan referirse a varias o a la totalidad de las lineas
de trabajo. A su vez, se trabajan cuestiones relacionadas con las mismas y con la

propia tecnologia, mas, no implicitamente incluidas en las 3 lineas mostradas.

Los principios tratados previamente en la introduccion de la parte bioética, fueron los
siguientes; “la vida humana es inviolable, tiene un valor seguro”, “nexo verdad-vida
(naturaleza)-libertad”, “la ciencia, la técnica y el progreso estan al servicio del hombre”,
“no todo lo que es técnicamente posible puede considerarse moralmente admisible”,
“el fin no justifica los medios” y “tratar a los demas como a uno le gustaria que lo
tratasen” que siguen la linea de trabajo propuesta por Pardo Saenz. Junto a estos
principios, el Observatorio de Bioética, en su publicacién; “Guia de valoracion ética de
intervenciones sobre el cuerpo humano ante la llegada de las tecnologias NBIC con
fines de mejoramiento” (Marin Conde, y Gémez Tatay, 2021), utiliza una clasificacion,
Figura 3, que puede seguirse para valorar bioéticamente un procedimiento y que se ha
utilizado en esta revisién bibliografica. La clasificacién se refiere a las intervenciones
sobre el cuerpo humano; en ella se plantean otros principios rectores compatibles con

los anteriores y que complementan la revision bioética.

Punto de partida

1. Principlo de | = ¢ Mejor solucidn para salvar la vida o la salud? -
2 " é ?
defensa de la ¢Pone en peligro la No aceptable
vile hnans vida o la salud? T No e
No Ir al 22 Principio
2. Principio de Si TS
totalidad o ¢Técnica totalmente Ir al 3* Principio

No aceptable

terapéutico terapeuticas ¢Alteracion innatural fisiolégica o morfolégica?
" ~, Ir al 3* Principio

3. Principio de ¢Impacto negativo No aceptable

i S
libertad y eitable enla " Ir al 42 Principio
responsabilidad descendencia? - ¢Decisién libre y orientada al bien integral?
o No aceptable
No
i
4. Principio de Si D S——— T — Aceptable
lideridad ¢Atenta contra la ¢Optimizacién costes-beneficios terapéuticos?
solidarida
2iea X justicia social? No No aceptable
subsidiaridad Aceptable

Figura 3: Diagrama resumen de la guia préactica de ayuda en la toma de
decisiones éticas con respecto a las intervenciones sobre el cuerpo humano.
(Fuente: Marin Conde y Gomez-Tatay, 2021)
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RESULTADOS

Indicadores bibliométricos de los investigadores y de las revistas

de

descendentemente por mayor indice h, se presentan en la Tabla 1:

Los indicadores bibliométricos los autores seleccionados, ordenados

Tabla 1: Indicadores bibliométricos de los autores seleccionados. (Fuente: Elaboracion propia a partir de
datos de WoS, a junio de 2023)

Autor indice h Citaciones totales Publicaciones totales
Jennifer Anne Doudna 113 62,463 381
Feng Zhang 89 76,991 167
Emmanuelle Charpentier 36 23,283 81
Francisco Juan Martinez Mojica 23 8,097 38

Los indicadores bibliométricos de las revistas en las que se han publicado los
articulos seleccionados, ordenadas descendentemente por mayor JIF (Journal Impact

Factor), se presentan en la Tabla 2:

Tabla 2: Principales indicadores bibliométricos de las revistas en las que se han publicado los articulos

seleccionados. (Fuente: Elaboracion propia a partir de datos de WoS, a junio de 2023)

. ; i JIF JCI Ranking | Ranking | Cuartil | Cuartil
Revista Categoria JIF Categoria JCI
2022 | 2022 JIF JCI JIF JCI
Nature
reviews Microbiology Microbiology 88,1 | 6,72 1/135 1/156 Q1 Q1
microbiology
Multidisciplinary Multidisciplinary
Nature ) ) 64,8 | 11,32 1/73 1/133 Q1 Q1
sciences sciences
Biochemistry and Biochemistry and
; ; 2/285 2/315 Q1 Q1
molecular biology molecular biology
Cell 64,5 | 9,55
. . 3/191 3/203 Q1 Q1
Cell biology Cell biology
. Multidisciplinary Multidisciplinary
Science . ) 56.9 | 9.57 2/73 2/133 Q1 Q1
sciences sciences
Nature Biochemical research Biochemical research
48 9,1 1/77 1/83 Q1 Q1
methods methods methods
Nature Biotechnology and Biotechnology and
. . . . . . . 46,9 | 9,65 2/156 2/167 Q1 Q1
biotechnology applied microbiology applied microbiology
Nucleic acid Biochemistry and Biochemistry and
; ; 149 | 3,35 10/285 6/315 Q1 Q1
research molecular biology molecular biology
Nature Biochemical research Biochemical research
14,8 | 3,39 277 2/83 Q1 Q1
protocols methods methods
Annual Report . . . .
. . Biophysics Biophysics 12,4 | 1,81 3/70 3/74 Q1 Q1
of Biophysics
eLife Biology Biology 7,7 2,07 7192 3/111 Q1 Q1
Journal of Biochemistry and Biochemistry and 3,9 0,57 | 126/285 | 194/315 Q2 Q3
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molecular molecular biology molecular biology
evolution 14/52 41/55 Q2 Q3
Evolutionary biology Evolutionary biology
51/171 | 119/189 Q2 Q3
Genetics and heredity | Genetics and heredity
Biochemistry and Biochemistry and
; ; 146/285 | 161/315 Q3 Q3
Molecular molecular biology molecular biology
. . 3,6 0,66
microbiology
) ) ) ) 65/135 76/156 Q2 Q2
Microbiology Microbiology
Microbiology Microbiology Microbiology 2,8 0,51 91/135 | 105/156 Q3 Q3

Resultados de la busqueda de autores claves

A partir de las ecuaciones de blUsqueda planteadas, se han obtenido los siguientes

resultados:

Para la busqueda parcial “CRISPR”; se obtuvieron los siguientes resultados:
e 43,468 resultados.

Para la busqueda parcial “CRISPR-Cas9”; se obtuvieron los siguientes
resultados:

e 26,348 resultados.
Incluyendo en las busquedas los autores catalogados previamente como claves:

Para la busqueda “CRISPR” + “Author: Mojica FJM”; se obtuvieron los

siguientes resultados:
e 24 resultados.

Se seleccionaron los siguientes articulos para el autor “Francisco Juan
Martinez Mojica” a partir de la busqueda en WoS. Se presentan ordenados

cronologicamente y con el nUmero de citas y la revista de publicacion.

¢ ‘“Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic repeats derive
from foreign genetic elements” (Mojica et al., 2005) publicado en la
revista Journal of molecular evolution y con 1254 citas.

e “Short motif sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR

2009) publicado en la revista

defence system” (Mojica et al.,

Microbiology y con 975 citas.
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e “Evolution and classification of the CRISPR-Cas systems” (Makarova et
al., 2011) publicado en la revista Nature Reviews Microbiology y con
1585 citas.

e “An updated evolutionary classification of CRISPR-Cas systems”
(Makarova et al.,, 2015) publicado en la revista Nature Reviews
Microbiology y con 1446 citas.

e “Evolutionary classification of CRISPR-Cas systems, a burst of class 2
and derived variants” (Makarova et al., 2020) publicado en la revista
Nature Reviews Microbiology y con 802 citas.

Extraordinariamente también se incluyen 3 articulos que, no habiéndose
obtenido mediante la ecuacion de blusqueda anterior, se deben seleccionar de
la produccién de este autor, ya que son predecesores de esta tecnologia, y en
el momento de su publicacién, la tecnologia no habia sido descubierta y
nombrada como hoy en dia se conoce. Utilizando, Unicamente, la ecuacion de
busqueda “Author: Mojica FJM”, se obtienen 38 resultados; se seleccionan los
siguientes articulos:

¢ “Transcription at different salinities of Haloferax mediterranei sequences
adjacent to partially modified Pstl sites” (Mojica et al., 1993) publicado
en la revista Molecular microbiology y con 169 citas.

o ‘“Long stretches of short tandem repeats are present in the largest
replicons of the Archaea Haloferax mediterranei and Haloferax volcanii
and could be involved in replicon partitioning” (Mojica et al., 1995)
publicado en la revista Molecular microbiology y con 186 citas.

¢ “Biological significance of a family of regularly spaced repeats in the
genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria” (Mojica et al., 2000)

publicado en la revista Molecular microbiology y con 454 citas.

Finalmente, y para el autor “Francisco Juan Martinez Mojica”, se presentan
sintetizados en una tabla, Tabla 3, los articulos seleccionados para la revision,

junto a la revista de publicacién y el nimero de citas para cada articulo.

Tabla 3: Resultados de la busqueda para el autor “Francisco Juan Martinez Mojica”. (Fuente: Elaboracion
propia a partir de datos de WoS, a junio de 2023)

Titulo del articulo Revista Citaciones
“Evolution and classification of the CRISPR-Cas systems” (Makarova et | Nature Reviews 1585
al., 2011) Microbiology
“An updated evolutionary classification of CRISPR-Cas systems” Nature Reviews 1446
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(Makarova et al., 2015) Microbiology
) ) ) Journal of
“Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic repeats derive
) ) - molecular 1254
from foreign genetic elements” (Mojica et al., 2005) )
evolution
“Short motif sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR ) )

Microbiology 975

defence system” (Mojica et al., 2009)

“Evolutionary classification of CRISPR-Cas systems, a burst of class 2 Nature Reviews

and derived variants” (Makarova et al., 2020) Microbiology 802
“Biological significance of a family of regularly spaced repeats in the Molecular
genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria” (Mojica et al., 2000) microbiology 454
“Long stretches of short tandem repeats are present in the largest Molecular
replicons of the Archaea Haloferax mediterranei and Haloferax volcanii ) ) 186
and could be involved in replicon partitioning” (Mojica et al., 1995) microbiology
“Transcription at different salinities of Haloferax mediterranei sequences Molecular 169
adjacent to partially modified Pstl sites” (Mojica et al., 1993) microbiology
Articulos totales 8

Para la busqueda “CRISPR” + “Author: Doudna J”; se obtuvieron los siguientes

resultados:
e 176 resultados.

Se seleccionaron los siguientes articulos para el autor “Jennifer Anne Doudna”
a partir de la busqueda en WoS. Se presentan ordenados cronolégicamente y

con el numero de citas y la revista de publicacion.

e “A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive
Bacterial Immunity” (Jinek et al., 2012) publicado en la revista Science y
con 9068 citas.

e “RNA-guided genetic silencing systems in bacteria and archaea”
(Wiedenheft, et al., 2012) publicado en la revista Nature y con 1252
citas.

¢ “CRISPR-Mediated Modular RNA-Guided Regulation of Transcription in
Eukaryotes” (Gilbert, et al., 2013) publicado en la revista Cell y con 2225
citas.

e “High-throughput profiling of off-target DNA cleavage reveals RNA-
programmed Cas9 nuclease specificity” (Pattanayak, et al.,, 2013)

publicado en la revista Nature biotechnology y con 1027 citas.
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“‘Repurposing CRISPR as an RNA-Guided Platform for Sequence-
Specific Control of Gene Expression” (Qi, et al., 2013) publicado en la
revista Cell y con 2909 citas.

“‘RNA-programmed genome editing in human cells” (Jinek, et al., 2013)
publicado en la revista eLife y con 1450 citas.

“‘DNA interrogation by the CRISPR RNA-guided endonuclease Cas9’
(Sternberg, et al., 2014) publicado en la revista Nature y con 1138 citas.
“Enhanced homology-directed human genome engineering by controlled
timing of CRISPR/Cas9 delivery” (Lin, et al., 2014) publicado en la
revista eLife y con 751 citas.

“Structures of Cas9 Endonucleases Reveal RNA-Mediated
Conformational Activation” (Jinek, et al., 2014) publicado en la revista
Science y con 707 citas.

“The new frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9” (Doudna y
Charpentier, 2014) publicado en la revista Science y con 3622 citas.
“Biology and Applications of CRISPR Systems: Harnessing Nature's
Toolbox for Genome Engineering” (Wright, et al., 2016) publicado en la
revista Cell y con 679 citas.

“‘CRISPR-Cas9 Structures and Mechanisms” (Jiang y Doudna, 2017)
publicado en la revista Annual Report of Biophysics y con 839 citas.
“CRISPR-Cas guides the future of genetic engineering” (Knott y
Doudna, 2018) publicado en la revista Science y con 715 citas.
“‘CRISPR-Casl12a target binding unleashes indiscriminate single-
stranded DNase activity” (Chen, et al., 2018) publicado en la revista

Science y con 1495 citas.

Finalmente, y en lo relativo al autor “Jennifer Anne Doudna”, se presentan

sintetizados en una tabla, Tabla 4, los articulos seleccionados para la revision,

junto a la revista de publicacién y el nimero de citas para cada articulo.

Tabla 4: Resultados de la busqueda para el autor “Jennifer Anne Doudna”. (Fuente: Elaboracién propia a
partir de datos de WoS, a junio de 2023)

Titulo del articulo Revista Citaciones
“A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial )
) Science 9068
Immunity” (Jinek et al., 2012)
“The new frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9” (Doudna y )
i Science 3622
Charpentier, 2014)
“Repurposing CRISPR as an RNA-Guided Platform for Sequence-Specific Cell 2909
e
Control of Gene Expression” (Qi, et al., 2013)
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“CRISPR-Mediated Modular RNA-Guided Regulation of Transcription in

Cell 2225
Eukaryotes” (Gilbert, et al., 2013)
“CRISPR-Cas12a target binding unleashes indiscriminate single-stranded )
. Science 1495
DNase activity” (Chen, et al., 2018)
“RNA-programmed genome editing in human cells” (Jinek, et al., 2013) eLife 1450
“‘RNA-guided genetic silencing systems in bacteria and archaea” (Wiedenheft,
Nature 1252
etal., 2012)
“DNA interrogation by the CRISPR RNA-guided endonuclease Cas9”
Nature 1138
(Sternberg, et al., 2014)

“High-throughput profiling of off-target DNA cleavage reveals RNA- Nature 1027

programmed Cas9 nuclease specificity” (Pattanayak, et al., 2013) biotechnology

) . Annual Report
“CRISPR-Cas9 Structures and Mechanisms” (Jiang y Doudna, 2017) ) ) 839
of Biophysics

“Enhanced homology-directed human genome engineering by controlled timing

) ) eLife 751
of CRISPR/Cas9 delivery” (Lin, et al., 2014)
“CRISPR-Cas guides the future of genetic engineering” (Knott y Doudna, 2018) Science 715
“Structures of Cas9 Endonucleases Reveal RNA-Mediated Conformational .
Science 707
Activation” (Jinek, et al., 2014)
“Biology and Applications of CRISPR Systems: Harnessing Nature's Toolbox Cell 679
e
for Genome Engineering” (Wright, et al., 2016)
Articulos totales 14

Para la busqueda “CRISPR” + “Author: Charpentier E”; se obtuvieron los

siguientes resultados:
e 41 resultados.

Se seleccionaron los siguientes articulos para el autor “Emmanuelle
Charpentier” a partir de la busqueda en WoS. Se presentan ordenados

cronoldgicamente y con el nUmero de citas y la revista de publicacion.

o “Evolution and classification of the CRISPR-Cas systems” (Makarova et
al., 2011) publicado en la revista Nature Reviews Microbiology y con
1585 citas.

e “CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor
RNase III” (Deltcheva, et al., 2011) publicado en la revista Nature y con
1558 citas.

e “A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive
Bacterial Immunity” (Jinek et al., 2012) publicado en la revista Science y

con 9068 citas.
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e “Classification and evolution of type Il CRISPR-Cas systems” (Chylinski,
et al., 2014) publicado en la revista Nucleic acid research y con 288
citas.

e “Structures of Cas9 Endonucleases Reveal RNA-Mediated
Conformational Activation” (Jinek, et al., 2014) publicado en la revista
Science y con 707 citas.

o “The new frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9” (Doudna y
Charpentier, 2014) publicado en la revista Science y con 3622 citas.

o “An updated evolutionary classification of CRISPR-Cas systems”
(Makarova et al.,, 2015) publicado en la revista Nature Reviews
Microbiology y con 1446 citas.

o “The CRISPR-associated DNA-cleaving enzyme Cpfl also processes
precursor CRISPR RNA” (Fonfara, et al., 2016) publicado en la revista
Nature y con 523 citas.

e “The Biology of CRISPR-Cas: Backward and Forward” (Hille, et al.,
2018) publicado en la revista Cell y con 460 citas.

¢ “Evolutionary classification of CRISPR-Cas systems, a burst of class 2
and derived variants” (Makarova et al., 2020) publicado en la revista
Nature Reviews Microbiology y con 802 citas.

Finalmente, y en lo relativo al autor “Emmanuelle Charpentier”, se presentan
sintetizados en una tabla, Tabla 5, los articulos seleccionados para la revision,
junto a la revista de publicacién y el nimero de citas para cada articulo.

Tabla 5: Resultados de la busqueda para el autor “Emmanuelle Charpentier”. (Fuente: Elaboracion propia
a partir de datos de WoS, a junio de 2023)

Titulo del articulo Revista Citaciones
“A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive )
) ) ) Science 9068
Bacterial Immunity” (Jinek et al., 2012)
“The new frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9” (Doudna y )
Science 3622

Charpentier, 2014)

“Evolution and classification of the CRISPR-Cas systems” (Makarova et Nature Reviews

) ] 1585
al., 2011) Microbiology
“CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor
Nature 1558
RNase IlI” (Deltcheva, et al., 2011)
“An updated evolutionary classification of CRISPR-Cas systems” Nature Reviews 1446
(Makarova et al., 2015) Microbiology
“Evolutionary classification of CRISPR-Cas systems, a burst of class 2 Nature Reviews 802
and derived variants” (Makarova et al., 2020) Microbiology
“Structures of Cas9 Endonucleases Reveal RNA-Mediated Science 707
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Conformational Activation” (Jinek, et al., 2014)
“The CRISPR-associated DNA-cleaving enzyme Cpfl also processes

Nature 523

precursor CRISPR RNA” (Fonfara, et al., 2016)
“The Biology of CRISPR-Cas: Backward and Forward” (Hille, et al., 2018) Cell 460
“Classification and evolution of type Il CRISPR-Cas systems” (Chylinski, Nucleic acid 288

et al., 2014) research
Articulos totales 10

Para la busqueda “CRISPR” + “Author: Zhang Feng”; se obtuvieron los

siguientes resultados:

191 resultados.

Se seleccionaron los siguientes articulos para el autor “Feng Zhang” a partir de

la busqueda en WoS. Se presentan ordenados cronolégicamente y con el

namero de citas y la revista de publicacion.

“DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9 nucleases” (Hsu, et al.,
2013), publicado en la revista Nature biotechnology y con 2948 citas.
“Double Nicking by RNA-Guided CRISPR Cas9 for Enhanced Genome
Editing Specificity” (Ran, et al., 2013a), publicado en la revista Cell y
con 2263 citas.

“Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system” (Ran, et al.,
2013b), publicado en la revista Nature protocols y con 6511 citas.
“Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems” (Cong, et
al., 2013), publicado en la revista Science y con 9683 citas.

“One-Step Generation of Mice Carrying Mutations in Multiple Genes by
CRISPR/Cas-Mediated Genome Engineering” (Wang, et al., 2013),
publicado en la revista Cell y con 2459 citas.

“‘RNA-guided editing of bacterial genomes using CRISPR-Cas systems”
(Jiang, et al., 2013), publicado en la revista Nature biotechnology y con
1567 citas.

“‘Development and Applications of CRISPR-Cas9 for Genome
Engineering” (Hsu, et al., 2014), publicado en la revista Cell y con 3497
citas.

“‘Genome-Scale CRISPR-Cas9 Knockout Screening in Human Cells”

(Shalem, et al., 2014), publicado en la revista Science y con 3125 citas.
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o ‘“Improved vectors and genome-wide libraries for CRISPR screening”

(Sanjana, et al., 2014), publicado en la revista Nature methods y con

2779 citas.

e “Cpfl Is a Single RNA-Guided Endonuclease of a Class 2 CRISPR-Cas
System” (Zetsche, et al., 2015), publicado en la revista Cell y con 2487

citas.

o “Genome-scale transcriptional activation by an engineered CRISPR-

Cas9 complex” (Konermann, et al.,, 2015), publicado en la revista

Science y con 1640 citas.

¢ “In vivo genome editing using Staphylococcus aureus Cas9” (Ran, et al.,

2015), publicado en la revista Nature y con 1733 citas.

Finalmente, y en lo relativo al autor “Feng Zhang”, se presentan sintetizados en

una tabla, Tabla 6, los articulos de este autor seleccionados para la revision,

junto a la revista de publicacién y el nUmero de citas para cada articulo.

Tabla 6: Resultados de la busqueda para el autor “Feng Zhang”. (Fuente: Elaboracién propia a partir de

datos de WoS, a junio de 2023)

et al., 2013)

biotechnology

Titulo del articulo Revista Citaciones
“Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems” (Cong, et al., 2013) Science 9683
) . ) Nature
“Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system” (Ran, et al., 2013b) 6511
protocols
“Development and Applications of CRISPR-Cas9 for Genome Engineering” Cell 3497
e
(Hsu, et al., 2014)
“Genome-Scale CRISPR-Cas9 Knockout Screening in Human Cells” (Shalem, et )
Science 3125
al., 2014)
. . . Nature
“DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9 nucleases” (Hsu, et al., 2013) ) 2948
biotechnology
“Improved vectors and genome-wide libraries for CRISPR screening” (Sanjana, Nature 9779
et al., 2014) methods
“Cpf1 Is a Single RNA-Guided Endonuclease of a Class 2 CRISPR-Cas System” Cell 2487
e
(Zetsche, et al., 2015)
“One-Step Generation of Mice Carrying Mutations in Multiple Genes by Cell 2459
e
CRISPR/Cas-Mediated Genome Engineering” (Wang, et al., 2013)
“Double Nicking by RNA-Guided CRISPR Cas9 for Enhanced Genome Editing Cell 2263
e
Specificity” (Ran, et al., 2013a)
“In vivo genome editing using Staphylococcus aureus Cas9” (Ran, et al., 2015) Nature 1733
“Genome-scale transcriptional activation by an engineered CRISPR-Cas9 )
Science 1640
complex” (Konermann, et al., 2015)
“RNA-guided editing of bacterial genomes using CRISPR-Cas systems” (Jiang, Nature 1567
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Articulos totales 12

Sintetizando, el niumero final de articulos utilizados para este apartado fue 38.

Resultados de la busqueda de las perspectivas bioéticas de la tecnologia
CRISPR

A partir de las ecuaciones parciales de busqueda planteadas, se han obtenido los

siguientes resultados:

Para la busqueda “CRISPR AND Bioethics”; se obtuvieron los siguientes

resultados:
e 145 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Genetic modification AND Bioethics”; se

obtuvieron los siguientes resultados:
o 25 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Human cells AND Bioethics”; se obtuvieron

los siguientes resultados:
e 20 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Genetic modification AND Embryo AND

Bioethics”; se obtuvieron los siguientes resultados:
e 7 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Somatic cells AND Bioethics”; se obtuvieron

los siguientes resultados:
e 7 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Germ line AND Bioethics”; se obtuvieron los

siguientes resultados:
e 14 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Gene drive AND Bioethics”; se obtuvieron los

siguientes resultados:

e 18 resultados.
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Para la busqueda “CRISPR AND Human enhancement”; se obtuvieron los

siguientes resultados:
e 236 resultados.

Para facilitar la visualizacion de los resultados de las busquedas con ecuaciones
parciales, se presentan, estos, sintetizados en una tabla, Tabla 7 y ordenados
descendentemente segun el nUmero de resultados.

Tabla 7: Resultados de la busqueda con ecuaciones parciales de las perspectivas bioéticas. (Fuente:
Elaboracion propia a partir de datos de WoS, a junio de 2023)

Ecuacion parcial Resultados
“CRISPR AND Human enhancement” 236
“CRISPR AND Bioethics” 145
“CRISPR AND Genetic modification AND Bioethics” 25
“CRISPR AND Human cells AND Bioethics” 20
“CRISPR AND Gene drive AND Bioethics” 18
“CRISPR AND Germ line AND Bioethics” 14
“CRISPR AND Somatic cells AND Bioethics” 7
“CRISPR AND Genetic modification AND Embryo AND Bioethics” 7

A partir de las ecuaciones finales de busqueda planteadas, se han obtenido los
siguientes resultados:

Para la busqueda “CRISPR AND Bioethics AND Genetic madification AND
Embryo NOT Animals NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea”; se obtuvieron
los siguientes resultados:

e 6 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Bioethics AND Gene drive AND Human cells”;
se obtuvieron los siguientes resultados:

e 4 resultados.

Para la busqueda “CRISPR AND Bioethics AND Human enhancement NOT
Animals NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea”; se obtuvieron los siguientes

resultados:
e 20 resultados.

Para facilitar la visualizacion de los resultados de las busquedas con ecuaciones
finales, se presentan, estos, sintetizados en una tabla, Tabla 8 y ordenados

descendentemente segun el nUmero de resultados.

30




Revisidn bibliografica del sistema CRISPR-Cas9: Principales investigadores e implicaciones
bioéticas en seres humanos.

Tabla 8: Resultados de la blusqueda con ecuaciones finales de las perspectivas bioéticas. (Fuente:
Elaboracién propia a partir de datos de WoS, a junio de 2023)

Ecuacion final Resultados
“CRISPR AND Bioethics AND Human enhancement NOT Animals NOT Plants 20
NOT Bacteria NOT Archaea”
“CRISPR AND Bioethics AND Genetic modification AND Embryo NOT Animals 6
NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea”
“CRISPR AND Bioethics AND Gene drive AND Human cells” 4

Se seleccionaron los siguientes articulos para la busqueda “CRISPR AND
Bioethics AND Genetic modification AND Embryo NOT Animals NOT Plants
NOT Bacteria NOT Archaea” a partir de la busqueda en WoS. Se presentan
ordenados descendentemente a partir del numero mayor de citas.

o El articulo “Germline genome editing versus preimplantation genetic
diagnosis: Is there a case in favour of germline interventions?” (Ranisch,
2020) presenta 30 citas.

o El articulo “Reproductive CRISPR does not cure disease” (Rulli, 2019)
presenta 18 citas.

e El articulo “Ethical issues in human germline gene editing: a perspective
from China” (Zhang y Lie, 2018) presenta 9 citas.

e El articulo “Are we ready for genome editing in human embryos for
clinical purposes?” (Harper y Schatten, 2019) presenta 6 citas.

e El articulo “CRISPR-Cas9 and He Jiankui's Case: an Islamic Bioethics
Review using Maqgasid al-Shari'a and Qawaid Fighiyyah” (Alsomali y
Hussein, 2021) presenta 2 citas.

o El articulo “Altered evolution: are reproductive endocrinology and
infertility specialists ready for the genetically engineered future?”

(Pavlovic, et al., 2020) no presenta citas.

Finalmente, y para facilitar la visualizacién de los resultados de la busqueda
con la ecuacion final, “CRISPR AND Bioethics AND Genetic modification AND
Embryo NOT Animals NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea”, se presentan,
estos, sintetizados en una tabla, Tabla 9 y ordenados descendentemente
segun el numero de citas.

Tabla 9: Resultados de la busqueda para la ecuaciéon “CRISPR AND Bioethics AND Genetic modification

AND Embryo NOT Animals NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea”. (Fuente: Elaboracién propia a partir
de datos de WoS, a junio de 2023)

Titulo del articulo Citaciones

“Germline genome editing versus preimplantation genetic diagnosis: Is there a case in favour 30
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of germline interventions?” (Ranisch, 2020)

“Reproductive CRISPR does not cure disease” (Rulli, 2019) 18

“Ethical issues in human germline gene editing: a perspective from China” (Zhang y Lie, 2018) 9

“Are we ready for genome editing in human embryos for clinical purposes?” (Harper y 5
Schatten, 2019)

“CRISPR-Cas9 and He Jiankui's Case: an Islamic Bioethics Review using Maqasid al-Shari'a )

and Qawaid Fighiyyah” (Alsomali y Hussein, 2021)
“Altered evolution: are reproductive endocrinology and infertility specialists ready for the
genetically engineered future?” (Pavlovic, et al., 2020) )
Articulos totales 6

Se seleccionaron los siguientes articulos para la busqueda “CRISPR AND
Bioethics AND Gene drive AND Human cells” a partir de la busqueda en WoS.

Se presentan ordenados descendentemente segun el nUmero mayor de citas.

e El articulo “Bioethical issues in genome editing by CRISPR-Cas9
technology” (Ayanoglu, et al., 2020) presenta 16 citas.

e El articulo “Emerging ethical perspectives in the clustered regularly
interspaced short palindromic repeats genome-editing debate”
(Camporesi y Cavaliere, 2016) presenta 16 citas.

e EIl articulo “CRISPR-Cas and Its Wide-Ranging Applications: From
Human Genome Editing to Environmental Implications, Technical
Limitations, Hazards and Bioethical Issues” (Piergentili, et al., 2021)
presenta 7 citas.

e El articulo “The Future of CRISPR Applications in the Lab, the Clinic and
Society” (Hough y Ajetunmobi, 2017) presenta 4 citas.

Finalmente, y para facilitar la visualizacién de los resultados de la busqueda
con la ecuacion final, “CRISPR AND Bioethics AND Gene drive AND Human
cells”, se presentan, estos, sintetizados en una tabla, Tabla 10 y ordenados
descendentemente segun el nUmero de citas.

Tabla 10: Resultados de la busqueda para la ecuacion “CRISPR AND Bioethics AND Gene drive AND
Human cells”. (Fuente: Elaboracién propia a partir de datos de WoS, a junio de 2023)

Titulo del articulo Citaciones
“Bioethical issues in genome editing by CRISPR-Cas9 technology” (Ayanoglu, et al., 2020) 16
“Emerging ethical perspectives in the clustered regularly interspaced short palindromic 16
repeats genome-editing debate” (Camporesi y Cavaliere, 2016)
“CRISPR-Cas and Its Wide-Ranging Applications: From Human Genome Editing to
Environmental Implications, Technical Limitations, Hazards and Bioethical Issues” 7

(Piergentili, et al., 2021)
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“The Future of CRISPR Applications in the Lab, the Clinic and Society” (Hough y 4
Ajetunmobi, 2017)
Articulos totales 4

Se seleccionaron los siguientes articulos para la busqueda “CRISPR AND
Bioethics AND Human enhancement NOT Animals NOT Plants NOT Bacteria

NOT Archaea” a partir de la busqueda en WoS. Se presentan ordenados

descendentemente a partir del nUmero mayor de citas.

El articulo “Yesterday's Child: How Gene Editing for Enhancement Will
Produce Obsolescence-and Why It Matters” (Sparrow, 2019) presenta
34 citas.

El articulo “Disease Resistance and the Definition of Genetic
Enhancement” (So, et al., 2017) presenta 15 citas.

El articulo “Designing humans: A human rights approach” (Liao, 2019)
presenta 11 citas.

El articulo “Beginning of life ethics at the dawn of a new era of genome
editing: are bioethical precepts and fast-evolving biotechnologies
irreconcilable?” (Marinelli y Del Rio, 2020) presenta 6 citas.

El articulo “The Wisdom of Germline Editing: An Ethical Analysis of the
Use of CRISPR-Cas9 to Edit Human Embryos” (Gumer, 2019) presenta
6 citas.

El articulo “Future space missions and human enhancement: Medical

and ethical challenges” (Szocik, et al., 2021) presenta 5 citas.

Finalmente, y para facilitar la visualizacién de los resultados de la busqueda
con la ecuacion final, “CRISPR AND Bioethics AND Human enhancement NOT

Animals NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea”, se presentan, estos,

sintetizados en una tabla, Tabla 11 y ordenados segun el nUmero de citas.

Tabla 11: Resultados de la busqueda para la ecuacion “CRISPR AND Bioethics AND Human
enhancement NOT Animals NOT Plants NOT Bacteria NOT Archaea”. (Fuente: Elaboracion propia a partir

de datos de WoS, a junio de 2023)

Titulo del articulo Citaciones
“Yesterday's Child: How Gene Editing for Enhancement Will Produce Obsolescence-and 34
Why It Matters” (Sparrow, 2019)
“Disease Resistance and the Definition of Genetic Enhancement” (So, et al., 2017) 15
“Designing humans: A human rights approach” (Liao, 2019) 11
“Beginning of life ethics at the dawn of a new era of genome editing: are bioethical precepts 5
and fast-evolving biotechnologies irreconcilable?” (Marinelli y Del Rio, 2020)
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“The Wisdom of Germline Editing: An Ethical Analysis of the Use of CRISPR-Cas9 to Edit 5
Human Embryos” (Gumer, 2019)
“Future space missions and human enhancement: Medical and ethical challenges” (Szocik, 5
et al., 2021)
Articulos totales 6

Al igual que para la busqueda en la Web of Science, se realiz6 una seleccion de
articulos entre la bibliografia que ofrece el Observatorio de Bioética. Para ello se ha
elegido manualmente aquellos articulos que se pueden considerar de interés para la
discusion bioética. Se han obtenido los siguientes resultados:

e El articulo “Guia de valoracion ética de intervenciones sobre el cuerpo humano
ante la llegada de las tecnologias NBIC con fines de mejoramiento” (Marin
Conde y Gémez-Tatay, 2021).

e El articulo “From Australopithecus to cyborgs. Are we facing the end of human
evolution?” (Aznar y Burguete, 2020).

e El articulo “CRISPR-Cas9. El mayor avance en técnicas de edicion genética
requiere una reflexion ética” (Aznar y Gémez-Tatay, 2019).

e El articulo “Mitochondrial modification techniques and ethical issues” (Gémez-
Tatay, et al. 2017).

e El articulo “Estatuto bioldgico del embrién humano” (Aznar y Pastor, 2017).

e El articulo “Designer babies. A question of ethics” (Aznar, 2009).

Finalmente, y para facilitar la visualizacibn de la seleccion de los articulos del
Observatorio de Bioética - Instituto Ciencias de la Vida, se presentan, estos,
sintetizados en una tabla, Tabla 12 y ordenados cronolégicamente.

Tabla 12: Resultados de la seleccion manual de articulos del Observatorio de Bioética. (Fuente:
Elaboracion propia a partir de datos del Observatorio de Bioética — Instituto Ciencias de la Vida)

Titulo del articulo

“Guia de valoracion ética de intervenciones sobre el cuerpo humano ante la llegada de las tecnologias

NBIC con fines de mejoramiento” (Marin Conde y Gomez-Tatay, 2021)

“From Australopithecus to cyborgs. Are we facing the end of human evolution?” (Aznar y Burguete, 2020)

“CRISPR-Cas9. El mayor avance en técnicas de edicion genética requiere una reflexion ética” (Aznar y
GoOmez-Tatay, 2019)

“Mitochondrial modification techniques and ethical issues” (Gémez-Tatay, et al. 2017)

“Estatuto biolégico del embrién humano” (Aznar y Pastor, 2017)

“Designer babies. A question of ethics” (Aznar, 2009)

Articulos totales 6

Sintetizando, el namero final de articulos utilizados para este apartado fue 22.
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DISCUSION

Aportaciones de los investigadores clave a la tecnologia CRISPR

Se presentan cronolégicamente las aportaciones de los investigadores clave.

Igualmente es de interés mencionar antes de presentar las aportaciones individuales

de cada autor, que varios de estos investigadores son coautores de algunos articulos

seleccionados, por ello, se presentan al final en un apartado propio las aportaciones

contenidas en los mencionados articulos.

Aportaciones de Francisco Juan Martinez Mojica

A partir de los articulos seleccionados para el autor “Francisco Juan Martinez Mojica”,

se pueden destacar las siguientes aportaciones para cada articulo:

Para el articulo “Transcription at different salinities of Haloferax mediterranei

sequences adjacent to partially modified Pstl sites” (Mojica et al., 1993):

Describe por primera vez la aparicion de secuencias repetidas en
arqueas; secuencias que con posterioridad se descubririan como parte
del sistema de defensa CRISPR. El autor expone que “se ha
encontrado un tramo inusualmente largo de repeticiones en tandem de
30-34 pb, espaciadas por secuencias Unicas de 35 a 39 pb, en el lado
opuesto de la secuencia de reconocimiento de Psfl y cada secuencia
repetida también incluye repeticiones cortas invertidas. Estas
repeticiones en tdndem se extienden al menos 900 pb y podrian

conducir a la configuracion de estructuras secundarias peculiares.”

Para el articulo “Long stretches of short tandem repeats are present in the

largest replicons of the Archaea Haloferax mediterranei and Haloferax volcanii

and could be involved in replicon partitioning” (Mojica et al., 1995):

Describe la presencia de secuencias repetidas en tAandem; precursoras
de la tecnologia CRISPR. El autor informa de “la presencia de largos
tramos de repeticiones en tandem en el genoma de Archaeas haldfilas...
Aungue el papel bioldgico preciso no puede determinarse por completo,
todos los datos concuerdan con que las repeticiones en tandem estan

involucradas en la particion de replicon en las halobacterias”

Para el articulo “Biological significance of a family of regularly spaced repeats in

the genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria” (Mojica et al., 2000):
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El autor y sus colaboradores acufian el acronimo “SRSR”, “Short
Regularly Spaced Repeats”, para referirse a las repeticiones
encontradas. Segun estos investigadores, las SRSR “son elementos
cortos repetidos que generalmente ocurren en grupos, pero su principal
peculiaridad es el disefio: siempre estan espaciados regularmente por
secuencias intermedias Unicas de longitud constante. En aras de la
claridad, y derivado de las caracteristicas mencionadas, nos referiremos
a los miembros de esta familia de repeticiones como Repeticiones

Cortas Regularmente Espaciadas”

Para el articulo “Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic repeats

derive from foreign genetic elements” (Mojica et al., 2005):

Se teoriza por primera vez que las secuencias CRISPR podian formar
parte de algun sistema inmune propio de organismos procariéticos. El
autor concluye que “los espaciadores CRISPR se derivan de
secuencias preexistentes, ya sea cromosOmicas o dentro de elementos
genéticos transmisibles, como bacteriéfagos y plasmidos conjugativos.
Sorprendentemente, estos elementos extracromosomicos no logran
infectar la cepa portadora del espaciador especifica, lo que implica una

relacién entre CRISPR y la inmunidad contra el ADN objetivo”.

Para el articulo “Short motif sequences determine the targets of the prokaryotic
CRISPR defence system” (Mojica et al., 2009).

Demuestra como las secuencias PAM son especificas para cada
sistema CRISPR-Cas y como estas determinan el objetivo de la
interferencia. El investigador encontr6 que “la conservacion de motivos
adyacentes proto-espaciadores (PAM) es un tema comin para los
sistemas CRISPR mas diversos. La secuencia PAM depende de la
variante CRISPR-CAS, lo que implica que hay una eleccién de los
espaciadores especifica del tipo CRISPR (dirigida por el motivo), que
posteriormente determina el objetivo de la interferencia. Los PAM

también dirigen la orientacion de los espaciadores.”

Aportaciones de Jennifer Anne Doudna

A partir de los articulos seleccionados para el autor “Jennifer Anne Doudna”, se

pueden destacar las siguientes aportaciones para cada articulo:
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Para el articulo “RNA-guided genetic silencing systems in bacteria and
archaea” (Wiedenheft, et al., 2012):

e El autor realiza una comparacion entre los sistemas de silenciamiento
en eucariotas y el sistema de defensa CRISPR para bacterias y
arqueas. El articulo describe con los conocimientos que se tenian hasta
ese momento el sistema CRISPR de arqueas y de bacterias, incidiendo
en los sRNAs (small RNAs) como agentes del silenciamiento. El
objetivo de este articulo es “comprender como se utilizan los ARN
pequefios para encontrar y destruir acidos nucleicos extrafios” y como
esto facilitaria el conocimiento de los sistemas de silenciamiento

genético controlado por ARN.

Para el articulo “CRISPR-Mediated Modular RNA-Guided Regulation of
Transcription in Eukaryotes” (Gilbert, et al., 2013):

e El autor presenta el potencial de CRISPRI (Interferencia CRISPR) como
herramienta general para la regulacién precisa de la expresion génica
en eucariotas. Describe como “a fusién de dCas9 a dominios efectores
permite una represion/activacion transcripcional estable y eficiente en
células humanas y de levadura, con el sitio de entrega determinado
Unicamente por un ARN guia corto (single guide) coexpresado; como el
acoplamiento de dCas9 a un dominio represor transcripcional puede
silenciar solidamente la expresion de mdultiples genes enddgenos” y
como “el analisis de RNA-seq indica que la represidn transcripcional

mediada por interferencia CRISPR (CRISPRI) es altamente especifica”

Para el articulo “High-throughput profiling of off-target DNA cleavage reveals

RNA-programmed Cas9 nuclease specificity” (Pattanayak, et al., 2013):

e Este articulo confirma la especificidad de la nucleasa Cas9, aunque
alerta de la posibilidad de cortes off-target cuando se sobrecarga la
concentracion del complejo guia de esta nucleasa. Los investigadores
comprueban que respecto de “los modelos anteriores, los resultados
muestran que la especificidad del ARN guia-Cas9 se extiende mas alla
de una secuencia semilla de 7 a 12 pares de bases. Nuestros
resultados también sugieren una compensacion entre la actividad y la
especificidad in vitro y en las células, ya que un ARN guia mas corto y

menos activo es mas especifico que uno mas largo y activo. Altas
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concentraciones de complejos guia-ARN-Cas9 pueden escindir sitios
off-target que contienen mutaciones cerca o dentro del PAM que no se

escinden cuando las concentraciones de enzimas son limitantes”.

Para el articulo “Repurposing CRISPR as an RNA-Guided Platform for

Sequence-Specific Control of Gene Expression” (Qi, et al., 2013):

Los investigadores muestran como a partir de interferencia CRISPR
(CRISPRI), se puede reprimir reversible y de eficientemente la
expresion de genes especificos en Escherichia coli; genes diana y la
potencial aplicacion de esta tecnologia en mamiferos. Los resultados
publicados respaldan como “este sistema, que llamamos interferencia
CRISPR (CRISPRI), puede reprimir de manera eficiente la expresion de
genes especificos en Escherichia coli, sin efectos detectables fuera del
objetivo. CRISPRI se puede utilizar para reprimir varios genes diana
simultdneamente y sus efectos son reversibles. También mostramos
evidencia de que el sistema puede adaptarse para la represion génica

en células de mamiferos”.

Para el articulo “RNA-programmed genome editing in human cells” (Jinek, et
al., 2013):

Los investigadores demuestran como a partir de la nucleasa Cas9 y por
la union a una hebra de ARN complementaria; se puede inducir en
células humanas cortes del ADN bicatenario en sitios complementarios
a la secuencia guia de ARN. Debido a que “Cas9 se ensambla con ARN
guia hibridos en células humanas, puede inducir la formacién de roturas
de ADN de doble cadena (DSB) en un sitio complementario a la
secuencia de ARN guia en el ADN gendmico. Esta actividad de escision

requiere tanto Cas9 como la unién complementaria del ARN guia.

Para el articulo “DNA interrogation by the CRISPR RNA-guided endonuclease
Cas9” (Sternberg, et al., 2014):

En este articulo se ha determinado como Cas9 utiliza el reconocimiento
de la secuencia PAM para identificar rapidamente sitios potenciales de
destino para regular la escision de ADN bicatenario. Se ha mostrado
como “la unién y escision del ADN por Cas9-RNA requieren el

reconocimiento de un motivo adyacente de protoespaciador de
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trinucledtido corto (PAM)” y como “los ensayos de competencia
proporcionan la evidencia de que la separacién de la cadena de ADN y
la formacién de heteroduplex de ARN-ADN se inician en el PAM vy
avanzan direccionalmente hacia el extremo distal de la secuencia
objetivo ya que las interacciones de PAM desencadenan la actividad

catalitica de Cas9”.

Para el articulo “Enhanced homology-directed human genome engineering by
controlled timing of CRISPR/Cas9 delivery” (Lin, et al., 2014):

En este articulo se demuestra como a partir de los cortes realizados por
la endonucleasa Cas9, se puede inducir una HDR de alta eficiencia en
células humanas y con una mortalidad celular baja. El experimento
prueba como “se puede introducir nueva informacién genética
especifica del sitio y con alta eficiencia mediante la reparacion dirigida
por homologia (HDR) de roturas de ADN de doble cadena especificas
del sitio inducidas por Cas9 mediante la entrega programada de

complejos de ribonucleoproteina de ARN (RNP) guia de Cas9”.

Para el articulo “Biology and Applications of CRISPR Systems: Harnessing

Nature's Toolbox for Genome Engineering” (Wright, et al., 2016):

Este articulo es una revision donde se tratan “los avances recientes en
la comprension de los diversos mecanismos por los cuales las proteinas
Cas responden a los &cidos nucleicos extrafios y como estos sistemas
se han aprovechado para la manipulacion precisa del genoma en una

amplia gama de organismos”.

Para el articulo “CRISPR-Cas9 Structures and Mechanisms” (Jiang y Doudna,

2017):

Este articulo es una revision que tiene como objetivo proporcionar una
comprension mecanica y estructural profunda de corte, de ADN, ARN
dependiente mediante Cas9. A partir de estos conocimientos se
proporciona “un marco para la ingenieria destinada a alterar la funcion
catalitica, guiar la especificidad del ARN, los requisitos de PAM y
reducir la actividad fuera del objetivo para el desarrollo de terapias

basadas en Cas9 contra enfermedades genéticas”.
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Para el articulo “CRISPR-Cas guides the future of genetic engineering” (Knott y
Doudna, 2018)

Este articulo establece distinciones entre la tecnologia CRISPR-Cas y
otras tecnologias con capacidad de edicién génica y valora la evolucién
de las aplicaciones de esta tecnologia. Los autores describen “los
mecanismos basicos que distinguen al conjunto de herramientas
CRISPR-Cas de otras tecnologias de edicion de genes programables,
destacando los sistemas diversos y evolucionados naturalmente ahora
funcionalizados como biotecnologias. También, se discute el panorama
en rapida evolucién de las aplicaciones CRISPR-Cas, desde la edicion

de genes hasta la regulacion transcripcional y el diagnéstico”.

Para el articulo “CRISPR-Casl2a target binding unleashes indiscriminate

single-stranded DNase activity” (Chen, et al., 2018):

Describe la herramienta basada en CRISPR-Cas DETECTR (reportero
trans CRISPR dirigido por endonucleasa de ADN), como un método de
deteccion répida especifica de virus, en este caso para el virus del
papiloma humano. Los investigadores muestran “que la unién de ADN
guiada por ARN desencadena una actividad de escision indiscriminada
de ADN monocatenario por Casl2a que degrada completamente las
moléculas de ADN monocatenario. Al combinar la activacion de Casl12a
desoxirribonucleasa monocatenaria con la amplificaciéon isotérmica,
creamos un método denominado reportero trans CRISPR dirigido por
endonucleasa de ADN (DETECTR), que logra una sensibilidad atomolar
para la deteccion de ADN. DETECTR permite la deteccion rapida vy
especifica del virus del papiloma humano en pacientes, proporcionando

asi una plataforma sencilla para el diagndstico molecular.”

Aportaciones de Emmanuelle Charpentier

A partir de los articulos seleccionados para el autor “Emmanuelle Charpentier”, se

pueden destacar las siguientes aportaciones para cada articulo:

Para el articulo “CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and
host factor RNase III” (Deltcheva, et al., 2011):

Este estudio revela una nueva via de maduracion del sRNA guide y el

primer ejemplo de un factor huésped (RNasa IIl) necesario para la

40



Revisidn bibliografica del sistema CRISPR-Cas9: Principales investigadores e implicaciones
bioéticas en seres humanos.

inmunidad mediada por ARN bacteriano. Los investigadores muestran
que “tracrRNA dirige la maduracién de crRNAs por las actividades de la
RNasa Il enddégena ampliamente conservada y la proteina Csnl
asociada a CRISPR; todos estos componentes son esenciales para

proteger a S. pyogenes contra el ADN derivado de profagos”.

Para el articulo “Classification and evolution of type Il CRISPR-Cas systems”
(Chylinski, et al., 2014):

e Este articulo aporta un censo actualizado para ese momento (2014) de
sistemas CRISPR-Cas; abordando el estudio de sistemas CRISPR tipo
II, un tipo ausente en arqueas y poco extendido en bacterias. También
identificaron homologos de Cas9. “Los sistemas de tipo Il son los mas
raros, faltan en las arqueas y estan representados en el 5% de los
genomas bacterianos, con una sobrerrepresentacion entre patégenos y
comensales”. Los autores lograron caracterizar “homologos distantes de
Cas9 entre proteinas codificadas por diversos transposones, lo que
sugiere que CRISPR-Cas tipo Il evolucion6 a través de la

recombinacion de genes de nucleasas moviles con loci tipo I”.

Para el articulo “The CRISPR-associated DNA-cleaving enzyme Cpfl also
processes precursor CRISPR RNA” (Fonfara, et al., 2016):

e Este estudio presenta una nueva familia de endorribonucleasas y
endonucleasas duales, demostrando que el tipo V-A constituye sistema
CRISPR-Cas mas sencillo descrito hasta esa fecha (2016). Los
investigadores demuestran como el “tipo V-A Cpfl de Francisella
novicida es una nucleasa dual especifica para la biogénesis de crRNA y
la interferencia del ADN objetivo”. Describen el mecanismo de accién de
esta endonucleasa, afirmando que “Cpfl escinde pre-ARNcr up-stream
de una estructura de horquilla formada dentro de las repeticiones
CRISPR y, por lo tanto, genera ARNcr intermedios que se procesan aun
mas, lo que lleva a ARNcr maduros. Después del reconocimiento de un
motivo adyacente del protoespaciador 5-YTN-3' en la hebra de ADN
gue no es el objetivo y el posterior sondeo de una secuencia semilla de
ocho nucledtidos, Cpfl, guiado por el crRNA espaciador de repeticién
maduro Unico, introduce cortes de doble cadena en el ADN objetivo

para generar una protuberancia 5".
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Para el articulo “The Biology of CRISPR-Cas: Backward and Forward” (Hille, et
al., 2018):

Este articulo es una revision de diferentes “sistemas CRISPR-Cas y de
los mecanismos de las etapas de la inmunidad CRISPR-Cas:
adaptacion, biogénesis de crRNA e interferencia. También se discuten
la ecologia y regulacion de CRISPR-Cas en el contexto de la infeccién

por fagos y los roles de estos sistemas mas alla de la inmunidad”.

Aportaciones de Feng Zhang

A partir de los articulos seleccionados para el autor “Feng Zhang”, se pueden destacar

las siguientes aportaciones para cada articulo:

Para el articulo “DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9 nucleases”
(Hsu, et al., 2013):

Este estudio caracteriza la especificidad de orientacién de Sp Cas9 en
células humanas; como informador de sitios objetivo y para evitar
efectos off-target. Los investigadores encontraron que “SpCas9 tolera
los desajustes entre el ARN guia y el ADN objetivo en diferentes
posiciones de una manera dependiente de la secuencia, sensible al
namero, la posicién y la distribucion de los desajustes. También que la
escision mediada por SpCas9 no se ve afectada por la metilacion del
ADN y que la dosis de SpCas9 y sgRNA se puede titular para minimizar

la modificacién fuera del objetivo”.

Para el articulo “Double Nicking by RNA-Guided CRISPR Cas9 for Enhanced
Genome Editing Specificity” (Ran, et al., 2013a):

Los investigadores presentan un sistema para reducir la actividad off-
target de 50 a 1500 veces, sin sacrificar el corte en el objetivo. Este
‘enfoque combina un mutante de nickasa Cas9 con ARN guia
emparejados para introducir roturas de doble cadena especificas.
Debido a que los cortes individuales en el genoma se reparan con alta
fidelidad, se requieren eventos de corte simultaneos a través de ARN
guia adecuadamente compensados para roturas de doble cadena; lo
gue amplia el numero de bases reconocidas especificamente para la

escision del objetivo.”
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Para el articulo “Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system” (Ran, et
al., 2013b):

Este articulo describe “un conjunto de herramientas para la edicion del
genoma mediada por Cas9 a través de la union de extremos no
homoélogos (NHEJ) o la reparacién dirigida por homologia (HDR) en

células de mamiferos”.

Para el articulo “Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems”
(Cong, et al., 2013:

En este articulo los investigadores demostraron como las nucleasas
Cas9 pueden ser dirigidas por ARN para inducir cortes precisos en
células humanas y de otros mamiferos. Afirmaron que "Cas9 también se
puede convertir en una enzima de corte para facilitar la reparacion
dirigida por homologia (HDR) con una actividad mutagénica minima".
Ademas, se descubrié la capacidad de CRISPR para “codificar multiples
secuencias guia en una sola matriz CRISPR y permitir la edicion

simultdnea de varios sitios dentro del genoma de los mamiferos".

Para el articulo “One-Step Generation of Mice Carrying Mutations in Multiple
Genes by CRISPR/Cas-Mediated Genome Engineering” (Wang, et al., 2013):

Los autores presentan una técnica de edicion de genes mediada por
CRISPR/Cas que permite la interrupcion simultdnea de genes de ratén
con alta eficiencia y en un solo paso. A partir de “la coinyeccion de
ARNmM de Cas9 y ARN simple guide (sgRNA) dirigidos a una pareja de
genes en cigotos, generd ratones con mutaciones bialélicas en ambos
genes con una eficiencia del 80%. Finalmente, mostramos que la
coinyeccion de mRNA/sgRNA de Cas9 con oligos mutantes generd

mutaciones puntuales precisas simultdneamente en dos genes diana”.

Para el articulo “RNA-guided editing of bacterial genomes using CRISPR-Cas

systems” (Jiang, et al., 2013):

El articulo presenta un protocolo de trabajo con CRISPR-Cas9, en el
gue mediante ARN dual se pueden introducir mutaciones precisas en
los genomas de Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli. El
protocolo “se basa en la escision dirigida por doble ARN:Cas9 en el sitio

gendmico objetivo para matar células no mutadas y evitar la necesidad
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de marcadores seleccionables o sistemas de contraseleccion. Se
reprogramé la especificidad del doble ARN:Cas9 cambiando la
secuencia de ARN CRISPR corto (ARNcr) para realizar cambios de un
solo nucleétido y de varios nucle6tidos en las plantillas de edicion. El

uso simultdneo de dos crRNA permitioé la mutagénesis multiple”.

Para el articulo “Development and Applications of CRISPR-Cas9 for Genome

Engineering” (Hsu, et al., 2014):

Este articulo es una revision, en la que se describe “el desarrollo y las
aplicaciones de Cas9 para una variedad de aplicaciones de
investigacion o traduccién”. La revision recoge como “Cas9 se puede
utilizar para facilitar una amplia variedad de aplicaciones especificas de
ingenieria gendmica. Cas9 ha permitido una modificaciéon del genoma
eficiente y dirigida en muchas especies que han sido intratables
utilizando técnicas tradicionales de manipulacién genética. La facilidad
de redirigir Cas9 simplemente disefiando una secuencia de ARN corta
también permite experimentos imparciales de perturbaciéon del genoma
a gran escala para probar la funcion del gen o dilucidar las variantes
genéticas causales. Ademas, también se puede convertir en un
dispositivo homing genérico guiado por ARN (dCas9) al inactivar los

dominios cataliticos”.

Para el articulo “Genome-Scale CRISPR-Cas9 Knockout Screening in Human
Cells” (Shalem, et al., 2014):

Este articulo demuestra como a partir de un sistema de entrega
lentiviral de una biblioteca de "Knock-Out de CRISPR-Cas9 a escala de
genoma" (GeCKO), dirigida a genes con secuencias guia Unicas se
permite la deteccidn de seleccion negativa y positiva en células
humanas. Para ello, utilizaron “la biblioteca GeCKO para identificar
genes esenciales para la viabilidad celular en cancer y células madre
pluripotentes. A continuacién, en un modelo de melanoma, se
analizaron los genes cuya pérdida esta implicada en la resistencia al

vemurafenib, un inhibidor terapéutico de la RAF (un tipo de quinasa)”.

Para el articulo “Improved vectors and genome-wide libraries for CRISPR

screening” (Sanjana, et al., 2014):
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En este articulo los investigadores, proponen mejorar el sistema
planteado anteriormente, el sistema GeCKO, logrando un aumento de
aproximadamente diez veces en el titulo viral funcional. “Buscamos
mejorar tanto el empaquetamiento lentiviral como la eleccién de
secuencias guia en nuestra biblioteca original. Se propone un nuevo
vector capaz de producir virus de mayor titulo, haciendo varias
modificaciones; la eliminacion de una de las sefales de localizacion
nuclear, la optimizacién del codén humano de la sefial de localizacion

nuclear restante y de las secuencias del enlazador bicistrénico P2A”.

Para el articulo “Cpf1 Is a Single RNA-Guided Endonuclease of a Class 2
CRISPR-Cas System” (Zetsche, et al., 2015):

En este articulo, los investigadores caracterizan y presentan a Cpfl;
una endonucleasa que a diferencia de Cas9 no requiere un trans
activador de ARN. Los investigadores presentan a Cpfl como “una
endonucleasa guiada por ARN que carece de tracrRNA y que utiliza un
motivo adyacente al protoespaciador rico en T. Ademas, Cpfl escinde
el ADN a través de una ruptura de doble cadena de ADN escalonada”.
Proponiendo un nuevo tipo de nucleasa con potencial mejorador de la
herramienta CRISPR-Cas.

Para el articulo “Genome-scale transcriptional activation by an engineered
CRISPR-Cas9 complex” (Konermann, et al., 2015):

En este articulo, los investigadores describen un método de ingenieria
guiada por el complejo CRISPR-Cas9 con el que mediar eficientemente
en la activaciéon transcripcional en loci genémicos enddgenos. Los
autores emplearon “complejos de activacion Cas9 disefiados para
investigar las reglas de orientacién del ARN single guide (sgRNA) para
la activacion transcripcional efectiva, con la que demostrar la activacion

multiplexada y simultanea de diez genes”.

Para el articulo “In vivo genome editing using Staphylococcus aureus Cas9”
(Ran, et al., 2015):

Este articulo propone la utilizacion de nucleasas Cas9 de
Staphylococcus aureus, como alternativa a las nucleasas generalmente

empleadas de Streptococcus pneumoniae; debido a su tamafio inferior y
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unos niveles de eficiencia y especificidad similares. Los autores
caracterizaron "seis ortélogos Cas9 mas pequefios y mostraron que
Cas9 de Staphylococcus aureus (SaCas9) puede editar el genoma con
eficiencias similares a las de SpCas9, mientras que es mas de 1
kilobase mas corto. Se empaquetd SaCas9 y su casete de expresion de
ARN guia Unico en un solo vector AAV y se dirigié al gen regulador del

colesterol Pcsk9 en higado de ratén".

Aportaciones conjuntas Mojica-Charpentier y Doudna-Charpentier

Tras la seleccién de articulos y como cabe esperar, se encontré que, para algunas

publicaciones, varios autores clave eran coautores del mismo articulo, por lo que para

no repetir informacion se ha considerado presentar esta informacion en un solo

apartado. Esta caracteristica afecta principalmente a Emmanuelle Charpentier, que

comparte varios articulos con Jennifer Anne Doudna y varios con Francisco Juan

Martinez Mojica. Se pueden destacar las siguientes aportaciones para cada articulo:

Para el articulo de Francisco Juan Martinez Mojica y Emmanuelle Charpentier

“Evolution and classification of the CRISPR-Cas systems” (Makarova et al.,

2011):

Este articulo proporcionaba un analisis actualizado para ese momento
(2011) de las relaciones evolutivas entre los sistemas CRISPR-Cas y
las proteinas Cas. Esta revisién propone “una clasificacion 'politética’
gue integra las filogenias de los genes cas mas comunes, la secuencia

y organizacion de CRISPR y la arquitectura de los loci CRISPR-Cas”.

Para el articulo de Francisco Juan Martinez Mojica y Emmanuelle Charpentier

“An updated evolutionary classification of CRISPR-Cas systems” (Makarova et
al., 2015):

En este articulo, los investigadores proponen una nueva clasificacion
para abarcar ahora 2 clases, 5 tipos y 16 subtipos. Igualmente, los
autores han teorizado que “la relativa estabilidad de la clasificacion
sugiere que las variantes mas frecuentes de los sistemas CRISPR-Cas
ya se conocen. Sin embargo, la existencia de variantes raras,
actualmente inclasificables, implica que quedan tipos y subtipos

adicionales por caracterizar”.
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Para el articulo de Francisco Juan Martinez Mojica y Emmanuelle Charpentier

“Evolutionary classification of CRISPR-Cas systems, a burst of class 2 and

derived variants” (Makarova et al., 2020):

Este articulo, actualiza la clasificacion anteriormente presentada,
(Makarova et al., 2015), en ella los investigadores proponen 2 clases, 6
tipos y 33 subtipos. Esta clasificacion introduce novedades como “el
descubrimiento de numerosas variantes derivadas de CRISPR-Cas,
asociadas con elementos genéticos moviles que carecen de las
nucleasas necesarias para la interferencia y el descubrimiento de
numerosas familias de genes auxiliares vinculados a CRISPR, a

menudo implicados en la transduccién de sefales”.

Para el articulo de Jennifer Anne Doudna y Emmanuelle Charpentier “A

Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial
Immunity” (Jinek et al., 2012):

Este articulo, marcé un punto de inflexion para esta tecnologia. Las
investigadoras Doudna y Charpentier fueron galardonadas por la Real
Academia sueca de Ciencias (2020), por las contribuciones que
aportaron, con el premio N6bel de Quimica. Por primera vez, describen
un sistema CRISPR fundamentado en Cas9; que destaca por su
potencial “para la ediciébn del genoma y programable por ARN”. En
palabras de los investigadores, “nuestro estudio revela una familia de
endonucleasas que utilizan ARN duales para la escisién de ADN de un
sitio especifico”. Supone “una metodologia alternativa basada en Cas9
programado por ARN que podria ofrecer un potencial considerable para

aplicaciones de seleccién de genes y edicién de genomas”.

Para el articulo de Jennifer Anne Doudna y Emmanuelle Charpentier

“Structures of Cas9 Endonucleases Reveal RNA-Mediated Conformational
Activation” (Jinek, et al., 2014):

Este articulo revel6 el nucleo estructural de las proteinas de la familia
Cas9. El nicleo de las estructuras de Cas9 “definen hendiduras de
union de acidos nucleicos, y muestran que los dos l6bulos estructurales
gue albergan estas hendiduras experimentan una reorientacion inducida

por el ARN guia para formar un canal central donde se unen los
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sustratos de ADN”. Ademas, los investigadores descubrieron que “la

carga del ARN guia es un paso clave en la activacién del dominio Cas”.

Para el articulo de Jennifer Anne Doudna y Emmanuelle Charpentier “The new
frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9” (Doudna y Charpentier,
2014):

e Este articulo revisa la historia de la biologia CRISPR “desde su
descubrimiento inicial hasta la elucidacién del mecanismo de la enzima
CRISPR-Cas9, utilizado para modificar, regular o marcar loci genémicos
en una amplia variedad de células y organismos de los tres dominios
vivos”. Estos resultados suponen “una nueva era en la que la
manipulacion gendmica ya no es un cuello de botella para los
experimentos, lo que allana el camino hacia descubrimientos
fundamentales en biologia, con aplicaciones en todas las ramas de la
biotecnologia, asi como diferentes estrategias para la terapéutica

humana”.

Discusién bioética

A propdsito de la tecnologia CRISPR-Cas, se vuelve pertinente el correcto control y la
administracion de esta herramienta de inmenso potencial disruptivo. EI empleo de la
tecnologia CRISPR-Cas en el campo de la edicion genética plantea numerosos
inconvenientes bioéticos, mas si cabe cuando esta edicion se dirige a los seres
humanos, a cultivos de células de origen humano o incluso, directamente en individuos
humanos. Por ello y como toda tecnologia que converge con el hombre, ha de ser
guiada para su correcto desarrollo y respeto de los principios que rigen a este. La
revision trata cuestiones puramente éticas, que podran considerarse dentro o fuera del
marco legal, mas, no modifica esto la evaluacién. Debido a que en numerosos paises
existen legislaciones permisivas, no solo con la investigacion sino con la aplicacion
directa en humanos y a diferentes niveles, esta cuestion, no se tratara; igualmente,

incluso se han notificado numerosas transgresiones de esta legislacion y no por ello

esto ha supuesto una modificacion del tratamiento ético.

Tecnologia CRISPR-Cas en células sométicas

Tratando la primera posible linea de trabajo que presenta la tecnologia CRISPR-Cas,
hay que referirse a la edicion en linea somatica o edicion de células sométicas. La
edicion de células humanas a diferencia de la edicion de células sexuales o edicion en

la linea germinal no supone la modificacion de caracteristicas de naturaleza heredable,
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es decir, aquellos cambios que se apliquen en un paciente se mantendran
integramente en esa paciente, sin comprometer la herencia genética de este. Por ello
y cuantitativamente hablando, es un problema que afectaria, en principio, Unicamente
al propio individuo. No obstante, desde la antropologia cristiana y desde las propias
ciencias biomédicas, esta cuantificacion no es correcta y por ello, se aprecian otros
factores en la ecuacidén que escapan a la consideracion de esta como una realidad
individual, de tal manera, que se convierte en una dimensién que no solo afecta a esa

persona, sino al conjunto de la humanidad.

Siguiendo el esquema planteado en la Figura 3, la revisién sobre una posible edicion
en células soméaticas puede responder a diferentes realidades. Estas realidades
plantean diferentes cuestiones éticas que surgen mientras se tratan los casos.
Abordando el punto 1 que propone esta clasificacion “Principio de defensa de la vida
humana”; se presenta un caso en el que la vida y salud del individuo esta en peligro.
Se trata la edicion de células somaticas de fetos en el Gtero materno, y “como puede
justificarse médicamente cuando una enfermedad tiene un inicio temprano y efectos
irreversibles. Ademas, la plasticidad de las células fetales puede proporcionar
importantes beneficios cientificos cuando la edicion del genoma se realiza en el utero.
Sin embargo, dicho uso plantearia la cuestiébn ética de no poder obtener el
consentimiento del feto” (Coller, 2019). La edicion genética en fetos plantea el
inconveniente directo del consentimiento informado, no obstante, no es especifico de
esta practica, ya que cualquier otro proceso de edicion que se vaya a realizar en
humanos debe conllevar el conocimiento previo del paciente, un consentimiento
informado y transparente de lo que supone el proceso. Este consentimiento ademas
de incluirse en el trato médico-paciente, también supone una relacién contractual que
legalmente y en la medida que se mantiene la confidencialidad y el anonimato del
paciente, por la naturaleza del procedimiento, se ha de comunicar a la sociedad; es
decir, el resto de las personas merece conocer la naturaleza de estas tecnologias con
claridad y transparencia, conocer los riesgos y las valoraciones éticas; procedimiento
que no siempre se ha respetado (Caso “He Jiankiu”) (Harper y Schatten, 2019;
Alsomali y Hussein, 2021). Regresando a la cuestibn del consentimiento en la
situacion del feto, con la defensa primordial de la vida y como Unica posibilidad para
proteger la vida del no nacido, prima antes esta defensa de la vida que el
consentimiento de este y por ello se ha de permitir esa edicién. Esta cuestion es
irresoluble, pero puede ser parcialmente atajada por via del consentimiento de los
progenitores, siendo la solucion aceptada esta. Aunque la edicién somatica se dirige

Unicamente a este tipo de células, la posibilidad de obtener resultados off-target es
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una realidad, fruto generalmente, de la necesidad de perfeccionar las técnicas de
edicion somatica y de las dificultades en ciertas situaciones, como la edicion somatica
fetal comentada. “La edicion de las células de un feto en el Utero puede aumentar los
riesgos de una edicién involuntaria de la linea germinal, especialmente si la edicién
ocurre antes de que las células germinales sean secuestradas de las células
somaéticas” (Coller, 2019). Por ello, se precisa del perfeccionamiento de la técnica y de
una correcta ejecucion, que no comprometa la integridad del linaje del individuo y ni la
seguridad de este, ya que entre los “resultados off-target” no solo se encuentra la
edicion de la linea germinal sino posibles modificaciones somaticas que pueden

resultar peligrosas e incluso letales para el individuo.

Con ello y avanzando al segundo y tercer principio de esta clasificacion
respectivamente, Figura 3, “Principio de totalidad terapéutico” y “Principio de libertad y
responsabilidad” se pueden tratar diferentes aplicaciones. “Si los riesgos pueden
minimizarse, CRISPR podria conducir a la eliminacién de una serie de enfermedades,
antes del nacimiento, a la luz de nuestro conocimiento y comprensién cada vez
mayores de los vinculos genéticos con diversas enfermedades. Por lo tanto, la edicién
de genes sométicos podria convertirse en un cambio de juego, no solo en el
tratamiento de una amplia gama de trastornos hereditarios graves, particularmente
mendelianos, sino también en la erradicacion genética de enfermedades infecciosas y
cancer” (Marinelli y Del Rio, 2020). Tratando esta consideracion y por via de las
terapias génicas somaticas y especialmente mediante la herramienta CRISPR-Cas, se
abre la posibilidad de tratar numerosas enfermedades como “la hemofilia B, la fibrosis
quistica, el VIH, la distrofia muscular de Duchenne, la enfermedad de Huntington o
diferentes enfermedades neurodegenerativas” (National Academies of Sciences,
Engineering and Medicine, 2017). Ejemplificando algunas de las propuestas
anteriores, estas, “implican la alteracién del gen, siempre que la administracién de la
nucleasa no provoque la pérdida de las células tratadas debido a la toxicidad o al
rechazo inmunitario. Entre estas aplicaciones se encuentran la interrupcion de
mutaciones dominantes y repeticiones de triplete expandidas en algunas
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Huntington, y la
reconstitucion de una distrofina funcional en la distrofia muscular de Duchenne
mediante la eliminacién o la omisién forzada del exdn que porta la mutacion causante
de la enfermedad” (National Academies of Sciences, Engineering and Medicine, 2017).
Valorando estas potenciales aplicaciones y observando un fin Gnicamente terapéutico
y en tanto que no entrafie un riesgo afiadido, la posibilidad de aplicar estas terapias

basadas en esta herramienta se verian con buenos ojos, siempre y cuando se
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respeten estos principios y tras el adecuado perfeccionamiento de la técnica y los
ensayos pertinentes. La tecnologia CRISPR-Cas ha de estar al servicio del hombre en

este caso cuando es evitable este dafio y cuando es potencialmente curable.

No obstante, cabe recordar que recurriendo al principio de solidaridad; la tecnologia
CRISPR-Cas, como medio tiene que estar abierta a toda la humanidad. Existe un
riesgo muy alto de que se establezcan regimenes de acceso a esta tecnologia y se
limite indiscriminadamente su acceso. Es un deber social, aunque especialmente
guedan empleados aquellos que legalmente se encargan de regular estas cuestiones;
"los legisladores de diferentes paises deben encontrar puntos en comun y cooperar,

m

para evitar tendencias como el 'turismo sanitario™ (Napoletano, et al., 2021). Con ello y
aprovechando la ventaja econdmica que introduce el tratamiento con CRISPR-Cas9,
es importante que se garantice el acceso universal a esta herramienta. Este concepto,
por ejemplo, en China, supone un potencial problema; “la falta de atenci6on a la
equidad en la distribucion de beneficios, debido a la baja accesibilidad y asequibilidad
de las tecnologias de edicidbn de genes para el publico, puede aumentar la brecha
entre diferentes grupos y aumentar los efectos de las diferencias genéticas entre
individuos” (Zhang y Lie, 2018); y con ello suponer una reticencia a la implantacién de
esta tecnologia. Pues, “para que la tecnologia realmente beneficie a la sociedad,
tendria que estar facilmente disponible para todas las personas sin importar su estado
demografico o socioeconémico. Sin esta estipulacion, corremos el riesgo de crear una
desigualdad cada vez mayor en el mejor de los casos y dos especies de seres
humanos, uno probablemente percibido como mejor que el otro, en el peor de los

casos” (Pavlovic, et al., 2020).

Para concluir con la revision sobre células somaticas, hay que destacar que, dentro del
proposito de esta tecnologia; es importante que los cambios se mantengan durante el
tratamiento, que, siendo modificaciones permanentes del genoma individual, este
periodo de tratamiento presenta una duraciéon “infinita” supeditada al tiempo de vida
del individuo. La opcion de la terapia somatica terapéutica introduce para muchos
pacientes la cuestion de que “vale la pena vivir y es posible el bienestar del individuo”
(Liao, 2018). La tecnologia CRISPR-Cas ha demostrado ser efectiva como se ha
mencionado con anterioridad, mas, se han descubierto en varios estudios que “la
induccién por CRISPR de un sistema de reparacion del ADN mediado por p53, revierte
las modificaciones realizadas” (Aznar y Gomez-Tatay, 2019). Con ello, mantener la
llamada al perfeccionamiento de la técnica para evitar los propios sistemas biol6gicos
de reparacion y de eliminacion de esta tecnologia; trabajar con la certeza y evitando la

experimentacion innecesaria en un paciente por falta de investigacion previa.
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Tecnologia CRISPR-Cas en linea germinal

Tratando la segunda posible linea de trabajo que presenta la tecnologia CRISPR-Cas,
hay que referirse a la edicién en linea germinal o edicién de células sexuales. La
tecnologia CRISPR-Cas9, introduce un nuevo abanico de posibilidades en el campo
de la edicion genética, especialmente en lo relativo a la edicion de gametos e incluso
de embriones. La tecnologia CRISPR abre la puerta a conceptos propios del género
de la Ciencia-Ficcion; conceptos como el “human enhancement” o el disefo de bebés.
Estos extremos de la tecnologia CRISPR, de ser llevados a cabo, se darian en las
células germinales; debido a que con el disefio de una semilla (gameto o embrién) se
puede construir un arbol (individuo formado) que cumple perfectamente una serie de
especificaciones. La modificacibn de estos tipos celulares supone eliminar,
tedricamente, el azar del proceso de desarrollo de un ser humano, y evidentemente no
solo por los riesgos que entrafia, sino por las consideraciones que se han de tener en
cuenta, requiere de un férreo estudio bioético.

En principio, se pueden usar diferentes estrategias para modificar el genoma de la
linea germinal. “En primer lugar, se pueden inyectar sistemas de edicién en el cigoto
humano, lo que da lugar a embriones modificados genéticamente. En segundo lugar,
la edicion de genes puede emplearse en células germinales humanas
(espermatozoides u Ovulos) o sus progenitores. En tercer lugar, las modificaciones
genéticas se pueden aplicar a las células madre pluripotentes, que luego podrian

convertirse en gametos y usarse para la fertilizacion” (Ranisch, 2020).

Como se ha tratado anteriormente, introducir la posibilidad de editar una célula
germinal supone potencialmente editar un linaje completo. La edicion de células
sexuales como espermatozoides u Ovulos humanos supone que, si esas células se
fusionan con la complementaria, aquella informacién contenida en ese embrion se
incorporara a la herencia genética de ese linaje por lo que toda la descendencia se
vera afectada de la edicion, aunque se sucedan las generaciones. Este concepto, sin
entrar todavia en consideraciones bioéticas se puede convertir en un arma de doble
filo, pues el cambio, si escapara al control podria producir efectos indefinidos y, en
cualquier caso, efectos permanentes en los individuos de esa linea genética. Si se
incorpora ademas el concepto de “gene drive” aplicado a CRISPR en la linea germinal,
los efectos serian alin mas devastadores, debido a que las modificaciones CRISPR se

verian sobreexpresadas dentro de la descendencia esperada.

Actualmente, “el riesgo de la ediciébn de genes de la linea germinal humana sigue

siendo alto” (Zhang y Lie, 2018). Con ello, las posibles aplicaciones han de ser
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suficientes como para “dados los riesgos asociados con la edicién terapéutica de la
linea germinal” (Gumer, 2019) poder seguir adelante. Por ejemplificar, “en 2015, un
grupo de investigadores chinos dirigido por Junjiu Huang aplic6 CRISPR-Cas9 para
eliminar una mutacién que causa la -talasemia, que es una enfermedad sanguinea
mortal, del gen de la B-globulina humana en la linea germinal de embriones humanos.
En esta investigacion se utilizaron seis embriones anormales no aptos para la
fecundacion in vitro. La mutacion se pudo corregir en solo uno de los embriones.
Aunqgue la mutacién pudo corregirse en otros dos embriones, se produjeron efectos no
deseados en otros genes. En los otros tres embriones no se pudo corregir la mutacion”
(Ayanoglu, et al., 2020). La conclusién es que la falta de perfeccionamiento de la
técnica supone en la actualidad un problema de aplicacion, que sin entrar en
consideraciones bioéticas imposibilita hasta la fecha ciertas intervenciones, por ello, es
conveniente la investigacion en lineas cercanas a la modificacion de células en la linea
germinal, como es el ejemplo de la “mitoCas9, cuya localizacion esté restringida a la
matriz mitocondrial y reduciria el riesgo de mutaciones fuera del objetivo (off-target) en
los embriones y los futuros hijos” (Gémez-Tatay, et al. 2017).

Abordando directamente las consideraciones de caracter rigurosamente bioético y
recurriendo una vez mas a la Figura 3, tratando el tercer principio “Principio de libertad
y responsabilidad”, y a colacién del principio de “nexo verdad-vida (nhaturaleza)-
libertad”; la intervencion por via de esta herramienta en la herencia de un linaje plantea
una problematica, que no solo va unida a la mencionada falta de eficiencia actual y
aparicion de modificaciones postratamiento y dificiimente rastreables; si no que en el
mejor de los casos en el que solo introdujera beneficios en la linea germinal, no se
respetan numerosos principios morales. Como se ha comentado con anterioridad, uno
de ellos se refiere al “consentimiento informado por parte del individuo que acepta
participar en el estudio de investigacion como principio fundamental de la
experimentacion humana. El individuo debe aceptar los riesgos potenciales para tener
la oportunidad de disfrutar de los beneficios potenciales” (Coller, 2019). Este principio
no puede cumplirse plenamente en tanto a que el primer eslabon podra dar su
consentimiento mientras que el resto de los eslabones depositan involuntariamente su
consentimiento en este primero. El consentimiento informado es un ejemplo claro de
choque de esta tecnologia con el principio de solidaridad, libertad y de subsidiaridad,
pues los futuros individuos pertenecientes al linaje seran esclavos de la decisién de
este primer eslabdn, incapacitados para desarrollarse de forma totalmente libre, sino
gue establecen una dependencia, que, aunque todo ser humano depende intimamente

de su propio cuerpo, esta dependencia es impuesta y por un ser humano previo. Junto
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a este concepto, detractores del uso de esta técnica comentan que “los usos
reproductivos de CRISPR crean personas sanas cuya existencia no es inevitable en
primer lugar” (Rulli, 2019), es decir, el primer principio “Principio de defensa de la vida
humana” y en la cuestién de si es la “mejor forma para salvar la vida o la salud” se
falta a todo rigor bioético, se hace un mal uso de la herramienta; lo que como se ha

podido demostrar, entrafia grandes riesgos.

Cabe introducir la cuestién, que, desde la mano del hombre se llega a interponer un
desafio a la “Creacion de Dios”; “la tradicion judeocristiana occidental dominante
reconoce la legitimidad y la importancia de las intervenciones médicas para proteger la
salud humana basandose en la creencia de que los humanos estan hechos a imagen
de Dios vy, por lo tanto, los humanos tienen la obligacién de proteger la creacién de
Dios” (Coller, 2019). Mas, alterar la naturaleza del hombre con la edicion en la linea
germinal humana “para mejorar el rendimiento humano o incluso reducir el riesgo de
desarrollar una enfermedad al realizar cambios novedosos en la secuencia de ADN”
(Coller, 2019), es una cuestion que rompe con los principios bioéticos, es meramente

un acto de soberbia y endiosamiento, que de ningin modo se debe permitir.

Otra de las preocupaciones afadidas a la ejecucion de esta técnica, es una cuestion
gue va estrechamente asociada a la linea germinal, y es el uso de embriones en
investigacion. La edicibn mediante CRISPR-Cas de embriones supone para los
procesos de investigacion y en estadios finales, con una técnica que estuviese
perfeccionada, el empleo de embriones, generalmente de un numero “Util” de
embriones, suficiente como para garantizar el correcto desarrollo de la investigacion.
En esto, entra el concepto de desechar aquellos embriones no viables para el estudio
0 aguellos embriones que, aun siendo viables, hayan sufrido problemas relacionados
con su manipulacién. Si se considera al embrién preimplantado como un potencial ser
humano, cabe destacar que la experimentacion con estos, y la destruccion de la
totalidad o de una gran parte de los mismos es una practica reprochable y evitable;
esta consideracién se puede regir, por ejemplo, por caracteristicas como “El ser
poseedor de identidad genética propia; el dialogo genético que se puede establecer
entre el embrién y la madre o el control genético de la diferenciaciéon celular del propio
embrion” (Aznar y Pastor, 2017). La experimentacion, como se ha comentado, se
dificulta por estos requerimientos éticos, no obstante, existe una posibilidad éticamente
menos reprochable y es el empleo de embriones no viables, como son los embriones
3PN; originados de procesos anteriores y no extraidos de propio para la investigacion.
El uso de la herramienta CRISPR-Cas en embriones humanos 3PN se ha llevado a

cabo exitosamente (Kang, et al., 2016); sin embargo, lo que en un principio suponia
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trabajar “sobre embriones no viables sobrantes de tratamientos de fecundacion in vitro
y que garantizaba que no podrian utilizarse para promover un embarazo, pronto pasoé
a utilizarse embriones viables y, como dato llamativo, en uno de los trabajos estos
eran producidos mediante clonacion, expresamente para su uso en investigacion, lo
gue tiene implicaciones éticas adicionales, por el hecho de producir seres humanos

con el objetivo de investigar con ellos” (Aznar y Gomez-Tatay, 2019).

Paralelamente al empleo de embriones no viables, la herramienta CRISPR-Cas, ofrece
la posibilidad de transformar embriones no viables en embriones viables.
Técnicamente, permitiria la reparacién del embrién y la transformacion en viable.
“Aparte de la amplia aplicabilidad de la modificacion de la linea germinal, varias
fuentes han propuesto gque esta técnica tiene ventajas morales sobre la seleccion de
embriones” (Ranisch, 2020). En el caso de la seleccion in vitro, solo los embriones con
un genotipo adecuado se transfieren al Utero después de las pruebas genéticas,
mientras que los embriones con anomalias genéticas o embriones sobrantes
normalmente se descartan. Por ello, “esta herramienta podria, al menos en teoria,
"reparar" los embriones afectados, lo que la convierte en una herramienta Unica para
las intervenciones en embriones de preimplantacion. Esto podria estar justificado si es
probable que esta investigacién de edicion del genoma reduzca la pérdida global de
embriones a largo plazo.” (Ranisch, 2020). No obstante, manteniendo que estos
procedimientos generasen cambios a nivel germinal, es decir, cambios en el embrién
heredables en su descendencia, la practica compromete la serie de principios

enumerados con anterioridad y devuelve el debate a este punto anterior.

Finalmente, y como cuestion final a tratar de la edicion por CRISPR-Cas, se trata la
posibilidad de “disefio de seres humanos” y con ello la perspectiva del “Enhancement”
0 mejoramiento genético. La edicion genética y especialmente la modificacién con la
herramienta CRISPR-Cas permite el disefio tedrico de embriones y con ello de seres
humanos. Aunque no se han alcanzado actualmente la capacidad de disefiar un ser
humano desde cero actualmente es una realidad la posibilidad de disefar ciertas
caracteristicas. Antes de la aparicién de las terapias génicas basadas en CRISPR, el
concepto de “Bebés de disefio”, se utilizaba en otro contexto, se referia a la
produccion de embriones libres de enfermedades y que, por reproduccion asistida,
eran “disefiados” para actuar como donantes de material con el que poder salvar a sus
hermanos, mayores, enfermos y necesitados del tejido que el hermano podra
brindarle. Por ejemplo, “un diagnostico genético previo a la implantacion para evitar
trastornos genéticos graves basado en la seleccidon de embriones segun el riesgo de

Alzheimer” (So, et al., 2017). El sistema era el siguiente, “a partir de los gametos de
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los progenitores se genera un numero indeterminado de embriones, normalmente no
menos de ocho. Mediante el cribado genético preimplantacional se selecciona un
embrion que no tenga la enfermedad de sus hermanos y que ademas sea
histopatologicamente compatible con ellos. Este embridn es transferido a su madre,
para lograr el respectivo embarazo” (Aznar, 2009). Esta practica, atentaba no solo por
el hecho de desechar embriones, sino también por la utilizacién en cierta medida de
este hijo disefiado; por considerarlo como un medio para salvar al otro hijo y no como
un fin en si mismo. Actualmente, el término se ha actualizado y se refiere a la opcién
de seleccionar caracteristicas y en la medida de lo posible, introducir nuevas. Hace
unos afos, en 2018, “la comunidad cientifica quedé aténita al escuchar que el Dr. He
Jiankui en China anunci6 el nacimiento de gemelas que habrian sido editadas usando
CRISPR. He Jiankui declar6é que edité el ADN de siete embriones que se utilizan para
el tratamiento de fertilidad y tuvo como resultado el nacimiento de un par de gemelas.
Afirmo6 que usé CRISPR para eliminar el gen CCR5 de los embriones (receptor de
quimiocinas con motivo C-C 5), cuyas mutaciones estan vinculadas a la resistencia a
la infeccion por VIH” (Harper y Schatten, 2019). Este caso, ademas de por lo mas
evidente, llamé la atencion pues el riesgo de transmision del VIH para estas parejas
habria sido insignificante, y existen otras formas ampliamente estudiadas de prevenir
la transmision del VIH a los hijos de parejas seropositivas e incluso mas eficaces. “El
consenso general fue que los experimentos de He Jiankui violaron muchos principios
morales y como tal, sus experimentos, también violaron todos los principios éticos

internacionales conocidos” (Alsomali y Hussein, 2021).

Sobre la produccion de estos “bebes” y sin caer en la catalogaciéon de un hijo como un
mero objeto; algunos “criticos reflexivos de la edicién hereditaria del genoma humano
han sefialado que, si uno tiene la capacidad de modificar los genes de sus hijos, es
decir, de producir bebés de "disefio", existe el riesgo de que la relacién entre padres e
hijos sufra cambios radicales, con padres expresando sus valores, prioridades vy
aspiraciones en la composicién genética de sus hijos. Por lo tanto, los nifios no seran
aceptados como regalos preciosos, independientemente de su composicion genética,
sino que se convertiran en extensiones de la habilidad inteligente de sus padres para
disefiarlos y en "una mercancia que se puede pedir a voluntad". Esta mercantilizacion
puede tener implicaciones profundas, incluida la culpa de los padres si el disefio no
sale bien, especialmente cuando los nifios puedan cuestionar las elecciones de sus
padres” (Ranisch, 2020). Junto a esto surgen otras incégnitas y riesgos, por ejemplo;
“debemos suponer que la tecnologia de edicion de genes mejorara rapidamente. Sin

embargo, el rapido progreso en el desarrollo y la aplicacién de cualquier tecnologia
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tiene un precio: la obsolescencia. Si las mejoras genéticas que podemos proporcionar
a los nifios mejoran cada afio, entonces las mejoras otorgadas a los nifios nacidos en
un afio determinado quedaran rapidamente obsoletas. Tarde o temprano, cada nifio
modificado se encontrara a si mismo como el “nifio de ayer” (Sparrow, 2019). Si
existe la deriva social, podria crearse una presion social que incline a la sociedad a un
mejoramiento forzado, pues el que se queda atras en la sociedad y no se adapta, en
muchas ocasiones, no sobrevive tanto fisica como profesional como socialmente. Se
vislumbra el riesgo de que “ciertas fuerzas sociales, econémicas y politicas influyan en
los que se consideran “no aptos” en un esfuerzo por presionarlos para que cambien su
genética para ajustarse mejor a ciertas normas 0 expectativas externas, y existe el
riesgo de que aquellos que se resistan a la presion para conformarse experimenten

(mas) opresion” (Aznar y Gémez-Tatay, 2019).

El potencial es tal, que las posibilidades como se ha mencionado escapan del control
humano. “Si bien estas nuevas tecnologias son capaces de restaurar ciertas funciones
propias del ser humano, también serian eventualmente capaces de dotarlo de mejoras
gue superasen con creces las habilidades posibles en nuestra especie” (Marin Conde
y Gémez-Tatay, 2021). El ser humano en cierto modo tiene la capacidad teérica de
igualarse a la naturaleza y “modificar artificialmente el proceso evolutivo bioldgico”
(Aznar y Burguete, 2020). Por primera vez, el ser humano posee “la capacidad de
editar no solo el ADN de cualquier ser humano vivo, sino también el ADN de las
generaciones futuras; en esencia, dirigir la evolucion de nuestra propia especie” (Aznar
y Burguete, 2020). Esta cuestion acerca al ser humano a lo que los filésofos catalogan
como transhumanismo, que no es mas que superar los limites naturales de la
humanidad mediante el mejoramiento tecnoldgico. Esta doctrina, contraria al ser
humano por negar su propia naturaleza, cada vez va cobrando més importancia, por
ejemplo, en la industria aeroespacial “la modificacion genética de los seres humanos
gue viven en el espacio abrira el campo para multiples aplicaciones beneficiosas”
(Szocik, et al.,, 2021) o en la industria armamentistica, “el uso de tecnologia de
modificacion humana con fines militares es un procedimiento actualmente en préctica.
Esto puede suponer la provision de una ventaja militar Unica para un estado sobre
otros, algo que es lamentablemente inevitable ya que los estados son los principales
tomadores de decisiones, reguladores y financiadores en la industria biomédica”
(Szocik, et al., 2021). “La optimizacion del desempefio humano ha sido durante mucho
tiempo una prioridad de la investigacion militar para cerrar la brecha entre el avance de
la guerra y las limitaciones de los actores humanos, esto se junta actualmente con la

mejora biomédica que debe considerar las cuestiones éticas de dicha investigacion”
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(Greene y Master, 2018). Como se hacia referencia en la presentacion de los
principios bioéticos, “no todo lo que es técnicamente posible puede considerarse

moralmente admisible” y “el fin no justifica los medios”.

Tecnologia CRISPR-Cas combinado con latecnologia “gene drive”

Como conclusién de la revision bioética, se aborda el concepto de “gene drive” y el
potencial de la sinergia entre la genética dirigida y la tecnologia CRISPR. Las
capacidades que desbloquea la tecnologia “gene drive” suponen un cambio de
paradigma para la genética tradicional. Cuando esta, gene drive, se combina con
CRISPR-Cas, se permite que aquellos alelos modificados por la edicion genética
CRISPR en el momento en el que se transmitan, se impongan a sus competidores sin
editar. “CRISPR puede utilizarse para gene drive, de manera que un gen editado se
extienda rapidamente a través de una poblacion” (Aznar y Gomez-Tatay, 2019).
“Cuando un organismo que lleva un DEG manipulado se aparea con un organismo
Wild Type, el gene drive lo heredan preferentemente todos los descendientes. Esto
puede permitir que el impulso se propague hasta que esté presente en todos los
miembros de la poblacién” (Camporesi y Cavaliere, 2016).

“El uso reciente de CRISPR para modificar genéticamente embriones humanos
demuestra una posibilidad real de desarrollar un sistema de gene drive en humanos,
en la que los genes que modulan los rasgos se transmiten a la descendencia y
pudiendo perpetuarse a través de la especie. Por ejemplo, la tecnologia tal como
existe actualmente puede usarse para afectar positivamente la linea germinal humana
al disminuir o eliminar la cantidad de mutaciones asociadas con genes involucrados en
condiciones monogénicas altamente hereditarias, como la acondroplasia o la anemia
falciforme. Con el desarrollo continuo, los métodos se perfeccionarian y se utilizarian
para enfermedades mas complejas” (Nestor y Wilson, 2020). La tecnologia CRISPR
junto al “Gene drive” de la linea germinal, supone un peligro potencial para el ser
humano, en tanto, que los dafios que pueden acarrear los errores no solo seran
heredables, sino que tenderan a extenderse rapidamente por las poblaciones. Puede
ser preocupante “que el ARN guia mute con el tiempo, de tal manera que se dirija a
una parte diferente del genoma, por lo que la nueva mutacion podria entonces correr a
través de la poblacion, con efectos impredecibles” (Aznar y Gémez-Tatay, 2019). Por
la naturaleza de esta tecnologia, los expertos son cautos con el uso y sobre todo con
la evaluacion, ya que pueden ser utilizadas “para bien y para mal, por ejemplo,
preocupa que pudiera usarse para atacar el microbioma humano o grandes fuentes de

alimentacion” (Aznar y GOmez-Tatay, 2019).
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CONCLUSIONES

Revisién de autores claves

A partir del trabajo de los padres del CRISPR-Cas9, esta tecnhologia se ha convertido
en una de las herramientas mas poderosas que la biotecnologia ofrece a la sociedad.
Desde los comienzos de la investigacion a finales del siglo XX por el equipo de Mojica,
con sus trabajos de descripcion de las secuencias repetidas en genomas de arqueas y
bacterias, la tecnologia CRISPR fue rapidamente perfecciondndose hasta llegar a la
publicacion de los trabajos de Doudna y Charpentier, ganadoras del Noébel y
disefiadoras de los protocolos de edicibn con CRISPR-Cas9. Junto a ellas fue
destacable también la labor de Zhang en el perfeccionamiento de la técnica y en la
aplicacion de esta en seres humanos. Por ello, desde las primeras aportaciones que
sentaron las bases, los aportes que alumbraron la técnica y las investigaciones que
perfeccionan y estudian nuevas aplicaciones y metodologias de esta herramienta;
estos autores no solo han sido histéricamente los padres, sino que han seguido y

siguen aportando para el desarrollo y perfeccionamiento de esta.

Revision bioética

La revision bioética sobre CRISPR-Cas9 ha evidenciado el largo camino a recorrer
todavia de esta tecnologia, no solo en lo relativo al perfeccionamiento técnico sino a
las consideraciones bioéticas. CRISPR entrafia un gran potencial, un poder
transformante con dos caras, una para mejorar la vida humana y curar enfermedades
anteriormente incurables y otra con un potencial destructivo para el ser humano. Con

ello su correcta administracion dependera de una correcta labor bioética, que vele por

los intereses humanos, la proteccion de la vida y siempre con un objetivo terapéutico.

Las lineas de trabajo para la herramienta CRISPR pueden suponer el traspaso de
limites bioéticos intolerables. La terapia génica somatica supone una buena noticia
para la medicina humana, siempre que se perfeccione y no aparezcan efectos
colaterales. La terapia génica en linea germinal y el “gene drive” son opciones
incompatibles con la bioética, por los aspectos negativos que suponen; por desechar
embriones, por alterar permanente un linaje o por faltar a los principios humanos
basicos. Esta labor de juicio y control sobre esta tecnologia es necesaria, no solo para
guiar una investigacion menos lesiva para el ser humano sino para vigilar los limites
bioéticos, que no siempre se respetan. El “human enhancement” o el “disefio de
bebés” son escenarios cada vez mas cercanos; que rompen con los principios morales

y plantean problemas como la restriccion de libertades o la obsolescencia humana.
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LINEAS FUTURAS

La tecnologia CRISPR-Cas9 plantea numerosos retos; tanto los propiamente
tecnolégicos y asociados al perfeccionamiento como los retos éticos ante las
posibilidades que esta tecnologia ofrece. La tecnologia CRISPR-Cas, explora nuevas
alternativas, como el uso de nuevas nucleasas como Casl2/CPF1 (Zetsche, et al.,
2015; Chen, et al., 2018) para mejorar su funcionamiento y aplicacién, reducir costes o

aumentar su precision.

Las perspectivas de futuro de esta tecnologia van a tratar mas frecuentemente las
cuestiones de mejoramiento genético, que iran poco a poco acercandose conforme
mejore esta tecnologia. Los retos de las revisiones bioéticas se van a complicar
conforme los avances teéricos se demuestren y especialmente, cuando esta
tecnologia y su aplicacién en seres humanos esté al alcance de toda la humanidad. La
necesidad de controlar que los padres no alteren genéticamente a sus hijos cuando
esta posibilidad esté a su alcance sera un duro reto para la bioética; con ello y con
transparencia, la sociedad debe de ser informada de las ventajas de esta tecnologia,
asi como de los inconvenientes que se pueden generar y especialmente concienciar
de las limitaciones que se deben imponer. No todo lo que es técnicamente posible
puede considerarse moralmente admisible, aun habiéndose perfeccionado esta
tecnologia; la defensa de la vida humana pasa por tratar a los demas como a uno le
gustaria que lo tratasen, y con ello ante unas perspectivas tan dispares alrededor de
esta tecnologia, aplicar una ética puramente humana que guie, proteja y dignifique al

ser humano.
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