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RESUMEN

Con el avance en el conocimiento de las herramientas de edicion génica, la
posibilidad de producir modificaciones especificas en el genoma esta experimentando
progresos significativos en las tltimas décadas, permitiendo generar posibles tratamientos
curativos para enfermedades genéticas que se consideraban irremediables. El sistema
CRISPR-Cas9 identificado en bacterias y constituido por un ARN guia (ARNQ) vy la
nucleasa Cas9, ha revolucionado el campo de la edicion génica al ser capaz de modificar
el genoma de manera precisa, eficiente y sencilla. En el contexto de la anemia falciforme,
una enfermedad monogénica causada por una mutacion puntual en el gen HBB, el sistema
CRISPR-Cas9 muestra un gran potencial como posible tratamiento curativo. Esta
tecnologia permite abordar directamente la causa de la enfermedad, generando un cambio
que devuelve a los globulos rojos su funcion normal. En esta revision bibliografica, se
analizaran las distintas opciones terapéuticas actuales empleadas en el tratamiento de la
anemia falciforme y sus posibles efectos, ademés de una vision general del estado actual
de los ensayos clinicos que utilizan la edicion genética CRISPR-Cas9 y las posibilidades

que nos ofrecen.

Palabras clave: anemia falciforme, edicion genética, CRISPR, Cas9, gen HBB,
hemoglobina S, hemoglobina F, BCL11A

ABSTRACT

With advancements in the understanding of gene editing tools, the ability to
produce specific modifications in the genome has experienced significant progress in
recent decades, allowing for the generation of potential curative treatments for genetic
diseases that were once considered incurable. The CRISPR-Cas9 system, identified in
bacteria and consisting of a guide RNA (gRNA) and the Cas9 nuclease, has
revolutionized the field of gene editing strategies by being capable of precisely,
efficiently, and simply modifying the genome. In the context of sickle cell disease, a
monogenic disease caused by a point mutation in the HBB gene, the CRISPR-Cas9 system
shows great potential as a possible curative treatment. This technology enables direct
targeting of the underlying cause of the disease, inducing a change that restores normal
function to red blood cells. In this review, we will analyse the different current therapeutic

options employed in the treatment of sickle cell disease and their potential effects, and



provide an overview of the current state of clinical trials using CRISPR-Cas9 gene editing
and the possibilities it offers.

Keywords: sickle cell disease, genetic editing, CRISPR, Cas9, HBB gene, hemoglobin
S, hemoglobin F, BCL11A

INTRODUCCION

Los trastornos heredables de la hemoglobina o hemoglobinopatias son las
enfermedades monogénicas mas comunes del mundo y afectan a millones de personas
globalmente. Dentro de este grupo las mas extendidas son las talasemias y la anemia
falciforme o drepanocitica. Se estima que del 5-7% de la poblaciéon mundial es portadora

de una variante de la hemoglobina alterada (McGann et al., 2017).

La anemia falciforme o anemia drepanocitica (Sickle Cell Disease, SCD) es la
hemoglobinopatia mas relevante globalmente en términos de frecuencia e impacto en la
sociedad y ha sido reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
prioridad de salud publica a nivel global. Se estima que cada afio nacen 300.000 personas
afectadas por esta condicion genética (Pinto et al., 2019), y diversos estudios han
constatado un crecimiento en el impacto global de la enfermedad a lo largo de los afios
(Harteveld et al., 2022). Se observa una alta prevalencia de la enfermedad en individuos
originarios en Africa subsahariana, la India, Arabia Saudita y paises del Mediterraneo,
como sefiala la OMS. Es endémica de estas regiones subtropicales debido a la presencia
de la malaria en las mismas. Existen numerosas evidencias que sugieren que los
portadores de una sola copia del gen de la hemoglobina mutado son favorecidos en estas
regiones por la seleccién natural ya que estos tienen mas probabilidad de sobrevivir a la
infeccion por Plasmodium falciparum que los no portadores (Taylor et al., 2012). En
paises en vias de desarrollo, la mayoria de los afectados a menudo no son diagnosticados
y no superan la infancia (Papizan et al., 2021). Con el acceso a una atencion médica
adecuada, empleando programas de deteccion temprana y los servicios medicos
pertinentes, la esperanza de vida puede sobrepasar actualmente los 50 afios de edad (Park
etal, 2017).

Este trabajo bibliografico se centrara especificamente en la anemia falciforme y

sus opciones terapéuticas actuales al ser la hemoglobinopatia més frecuente y patoldgica.



Estructura y genes que codifican la Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) es una hemoproteina globular presente en los glébulos rojos
de la sangre de la mayor parte de vertebrados y algunos invertebrados. Tiene una
estructura cuaternaria tetramérica, con cuatro subunidades idénticas dos a dos (0:232) que
se asocian entre si con una simetria diédrica D2. Cada subunidad contiene un grupo hemo,
esencial para llevar a cabo su principal rol fisioldgico: transportar el oxigeno (O2) de los
pulmones a los tejidos periféricos (véase figura 1) (Manning et al., 2020).

N-terminal ~ C-terminal

Grupo hemo

Figura 1. Estructura de la hemoglobina. Contiene dos cadenas o. y dos cadenas B idénticas
entre si. Las letras de la A-H sefialan las regiones de hélice a. Figura de Mathews et al., 2013.

La hemoglobina es wuna proteina alostérica que presenta dos estados
conformacionales: estado T y R. El estado T (tenso, méas contraido y estable debido a la
presencia de enlaces salinos mas fuertes) es la forma predominante en la proteina
desoxigenada, de baja afinidad por el O2. Cuando se une el ligando al grupo hemo de cada
una de las subunidades se produce un cambio conformacional en la estructura cuaternaria
pasando a un estado R (relajado, donde los enlaces salinos desaparecen o se atendan) que
es la forma predominante en la hemoglobina oxigenada, de alta afinidad por el O,. Ambos
estados se van alternando, permitiendo asi que la hemoglobina se cargue de O en los
pulmones y lo libere en los tejidos periféricos desoxigenados de manera eficiente,

facilitando el transporte de este gas por la sangre.

Hay varios tipos de hemoglobina en humanos que combinan dos cadenas a (o
similares a las o, a-like) y dos cadenas B (o similares a las B, f-like). En humanos las
cadenas o estan codificadas por dos genes en tdndem del locus a (HBA2, HBAL) en el
cromosoma 16, donde también se encuentra el gen HBZ que da lugar a las cadenas (. Las
cadenas 3 estan codificadas por un gen que se encuentra en una agrupacion de genes S-
like en el cromosoma 11. El clUster contiene los genes € (HBE1), Ay (HBG1), Gy (HBG2),
o (HBD) y B (HBB), que se organizan en el orden en el que se expresan durante el
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desarrollo embrionario (Thein, 2017). La expresion de estos genes esta regulada en los
vertebrados por unos elementos cis del ADN, llamados LCRs (locus control region, en

inglés), con unos lugares sensibles a la DNasa | (véase figura 2) (Cui & Douglas, 2017).

Cromosoma 16 Cromosoma 11
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Figura 2. Representacion de los loci a. y . Se muestra la organizacion de los genes y del LCR
con sus sitios de hipersensibilidad de la DNasa I. Figura realizada con BioRender.com

HBEL1 se expresa en el saco vitelino embrionario y forma un heterodimero con las
cadenas ( (a-like) dando lugar a la hemoglobina embrionaria ({2€2). Con el progreso del
desarrollo embrionario el sitio de eritropoyesis pasa a ser el pulmén, y la concentracion
de cadenas a y y aumentan al expresarse los genes HBG2 y HBG1, dando lugar a la
hemoglobina fetal (HbF, a2y?2). La HbF se deja de producir en el momento del nacimiento
donde se reprimen los genes que codifican las cadenas y y se inicia la expresion del que
codifica las cadenas 3 (gen HBB), proceso que se conoce como cambio de la hemoglobina
0 hemoglobin switch. El sitio final donde se producira la eritropoyesis durante la edad
adulta sera la médula espinal, donde se produce la hemoglobina adulta (Hb A, 022)
(\Véase figura 3).

Saco vitelino Pulmon fetal Médula osea

a4 a3

R Hb A a,p,

Porcentaje de sintesis de globina total (%)

Nacimiento > 6 9 12
meses

Figura 3. Expresion espaciotemporal de los genes de las cadenas de hemoglobina de los
cromosomas 16y 11 en las distintas fases del desarrollo. De Mathews et al., 2013.

Hemoglobinopatias

Las hemoglobinopatias son trastornos genéticos en los que aparecen defectos
cuantitativos o cualitativos en las cadenas de la hemoglobina. Los defectos cuantitativos,

conocidos como talasemias, se manifiestan mediante una disminucion o ausencia de la
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produccion de alguna cadena completa que conforma la hemoglobina. Se debe a la
herencia de uno o dos alelos patoldgicos de los genes HBAL/2 del cromosoma 16 (a-
talasemia) o del HBB del cromosoma 11 (B-talasemia). En el caso de la a-talasemia, se
han descrito méas de 120 mutaciones que pueden dar lugar a la sintesis defectuosa de estas
cadenas, pero la mayoria de ellas son deleciones que implican longitudes variables del
locus de a-globina. En cuanto a las B-talasemias se han identificado un total de 250
mutaciones recesivas responsables del trastorno, la mayoria de ellas debidas a mutaciones
puntuales como sustituciones de un nucle6tido y deleciones o inserciones de un par de
bases (Mettananda & Higgs, 2018). Los defectos cualitativos tienen como consecuencia
la formacidn de una estructura anormal en una de las cadenas de la proteina que alteran
su funcién. En este grupo encontramos enfermedades como la anemia hemolitica,
policitemia o la anemia falciforme. Una de las variantes de la hemoglobina més relevante
desde un punto de visto clinico es la HbS (Harteveld et al., 2022), en la que se produce
una mutacion puntual en el gen HBB del cromosoma 11, que causa anemia falciforme en
homocigosis. Otra hemoglobinopatia relevante es la persistencia hereditaria de la
hemoglobina fetal (HPFH, por sus siglas en inglés) en la que se produce una expresion
persistente de las cadenas y en adultos. No se produce el cambio durante el primer afio de
vida de cadenas B a y y mantiene altos niveles de HbF durante toda la vida (Porteus,
2017).

La revision se centrara en la anemia falciforme y su tratamiento pues se trata de
uno de los trastornos heredables de la hemoglobina mas comunes y potencialmente mas
devastador, ademas de que se estan estudiando diversas terapias basadas en herramientas

CRISPR-Cas9 muy prometedoras.
Estructura y funcion de la Hemoglobina S

La configuracion usual de la hemoglobina, constituida por dos subunidades o y
dos B, es la mayoritaria en individuos adultos (mas del 95%, Park & Bao, 2021), de ahi

su denominacion como hemoglobina A, HbA (a2f2).

Los individuos con anemia falciforme presentan en homocigosis la mutacion
puntual en el sexto codén del gen HBB que serd GTG en lugar de GAG, presente en el
alelo silvestre. Esto hace que, en la proteina resultante, se reemplace en la sexta posicién
de las cadenas [ un residuo &cido, el Glu, con un residuo hidrofobico, la Val (Glu6Val).

Esta pequefia variacion genética resulta en una hemoglobina alterada con respecto a la



original, la hemoglobina S, HbS (a2B%,). La hemoglobina S presenta unas caracteristicas
bioquimicas particulares: en condiciones de hipoxia, la forma desoxigenada (estado T)
del tetrdmero de HbS expone al medio acuoso exterior una region conformada por varios
residuos de naturaleza hidrofébica que, en condiciones de normoxia, estarian recluidos
en el interior del tetramero. Las cadenas B° de diferentes HbS desoxigenadas pueden
interaccionar entre si, iniciando una polimerizacion en el interior de los eritrocitos (Sundd
et al., 2019). Los tetrameros de HbS al polimerizar dan lugar a unas estructuras fibrilares,
cuerpos tactoides insolubles, que modifican y deforman por completo la estructura de los
glébulos rojos dandole una forma de hoz, sickle, que da nombre a la enfermedad (véase

figura 4).
Oxigenads: Desoxigeniado @ Globulos rojos normales
B Oxigenado Desoxigenado Globulos rojos falciformes
HbS -

Figura 4. Polimerizacion de la HbS y formacion de los globulos rojos con forma de hoz. A:
Hemoglobina adulta (HbA) de un individuo sano, que se encuentra en los glébulos rojos con
forma biconcava. B: Hemoglobina ‘sickle’ (HbS) de los pacientes con anemia falciforme, Se
observa una alteracion en las cadenas f. Se produce la polimerizacién de los tetrameros
cuando esta desoxigenada, lo que modifica la forma del glébulo rojo, pasando esta a ser
falciforme. Figura modificada de Papizan et al., 2021.

Estos globulos rojos alterados en su paso por los capilares sanguineos sufren
hemolisis o provocan una oclusién vascular al adherirse al endotelio y acumularse
resultando en multitud de complicaciones clinicas (Papizan et al., 2021). Los pacientes
con anemia falciforme sufren con frecuencia crisis por vaso-oclusion (VOCSs) (Sundd et
al., 2019), lo que lleva a una falta de oxigeno (isquemia) en los tejidos y, por tanto, a una
lesion gradual e irreversible de los érganos afectados (rifion, higado, corazén y pulmén)
(Onimoe & Roth, 2020). El dafio en el pulmon produce trombocitopenia (disminucién de
la cantidad de plaquetas circulantes). Los estudios patofisiol6gicos muestran que los
gldbulos rojos alterados deshidratados y densos juegan un papel fundamental en todas

estas manifestaciones clinicas que se cronifican y muchas veces producen un dafio
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irreversible en el organismo (De Franceschi et al., 2011). Debido a la gravedad de la
enfermedad y su prevalencia, en los dltimos 20 afios se han llevado a cabo numerosos
esfuerzos con el fin de aliviar la sintomatologia de los enfermos, siendo una de las
aproximaciones mas relevantes la edicion genética, que busca restaurar la funcion

habitual de la hemoglobina de los gldbulos rojos en la sangre.

OPCIONES TERAPEUTICAS PALIATIVAS ACTUALES

Tratamiento farmacolégico

A pesar de que la anemia falciforme fue la primera enfermedad molecular de la
que se conocid su base genética hace méas de 60 afios (Ingram, 1957), los tratamientos
siguen siendo muy limitados. Hasta 2017, el Gnico tratamiento que se empleaba para la
anemia falciforme aprobado por la FDA era la hidroxiurea (HU) (Demirci et al., 2019).
Se trata de un inhibidor de la ribonucle6tido reductasa (RNR) que provoca varios efectos
en el organismo y, en pequefias dosis, aumenta las concentraciones de HbF, lo que
interfiere con la polimerizacion de la HbS en el eritrocito (Sundd et al., 2019), y, por lo
tanto, evita el dafio en los globulos rojos. Aunque es un tratamiento eficaz para la mayoria
de los enfermos, no es capaz de reducir todos los sintomas y el 10-20% de los pacientes
no responden al farmaco (Steinberg, 2008). El tratamiento con HU es seguro a corto y
largo plazo como demuestra el estudio realizado por Hankins y colaboradores en 2014
donde se realizd un seguimiento de los pacientes con este tratamiento durante 15 afios y
se observo una reduccion de la frecuencia de las crisis de dolor y de las transfusiones
sanguineas (Hankins et al., 2014). Sin embargo, actualmente se limita su uso debido a
diversas complicaciones como la mielosupresion y su incapacidad de prevenir la
hipertension pulmonar, principal factor de riesgo que causa muerte temprana en adultos.
La L-Glutamina se ha empleado también como tratamiento para la anemia falciforme en
pacientes con edades superiores a 5 afios. Se ha demostrado que la suplementacion con
L-Glutamina disminuye la adhesion de los globulos rojos alterados al endotelio y la
aparicion de VOCs, aunque el mecanismo de accién exacto por el que reduce estas crisis
de dolor es desconocido (Darbari et al., 2020). Otros tratamientos que han sido aprobados
recientemente por la FDA incluyen anticuerpos monoclonales como crizanlizumab. Este
anticuerpo reconoce y se une a la glicoproteina P impidiendo su unién al ligando. Esta
glicoproteina se expresa en células endoteliales y media la adhesion de los globulos rojos

al endotelio, por lo que con este tratamiento se reducen las crisis por vaso-oclusién



(Onimoe & Rotz, 2020). Un farmaco alternativo aprobado en 2019 por la FDA es el
voxelotor, previamente conocido como GBT440, un modulador alostérico de la
hemoglobina que incrementa la afinidad de la proteina por el O, estabilizando el estado
oxigenado de la misma, e impidiendo la polimerizacion de la HbS y, por tanto, la
produccion de globulos rojos falciformes (Darbari et al., 2020). Una de las mayores
preocupaciones con este tratamiento es que al incrementar la afinidad de la hemoglobina
por el O, la descarga de este gas en los tejidos desoxigenados también se vea inhibida,
lo que podria incrementar el riesgo de accidente cerebrovascular en pacientes crénicos
(Glaros et al., 2021). Es por ello que es esencial monitorizar correctamente a los pacientes

tratados con voxelotor y no cesar/detener repentinamente el tratamiento.

Todas estas terapias pueden reducir los sintomas que causa la anemia falciforme,
pero ninguna de ellas es curativa y los pacientes terminan con un dafio en los érganos
acumulado. Muchos de los afectados no responden correctamente a estos farmacos y

requieren terapias alternativas que permitan paliar los sintomas.
Terapia de transfusion sanguinea

La transfusion sanguinea es el tratamiento principal que se emplea en pacientes
con anemia falciforme para reducir el riesgo de complicaciones asociadas a la
enfermedad. Esta terapia aumenta los niveles de HbA en los pacientes, haciendo que la
concentracion de HbS circulante se mantenga inferior al 30% (Chonat & Quinn, 2017).
El método de transfusion dependera del objetivo de la terapia. En un experimento
realizado por Adams y colaboradores se demostrd que el riesgo de sufrir un primer
accidente cerebrovascular se reducia en un 92% con este tratamiento con respecto a un
tratamiento estandar en aquellos nifios con riesgo de estas complicaciones (Adams et al.,
1998). Sin embargo, estas transfusiones no son efectivas con pacientes que ya han tenido

previamente algun accidente cerebrovascular (Papizan et al., 2021).

Las transfusiones recurrentes resultan en una serie de complicaciones adicionales
como lo son la hemocromatosis por sobrecarga de hierro en la sangre y el riesgo de
adquirir infecciones virales, ademas de tratarse de una terapia costosa. Asi mismo, se
estima que de un 20% a un 40% de los individuos con anemia que han recibido este
tratamiento desarrollan aloanticuerpos contra los antigenos de los glébulos rojos de
donantes (Meier, 2018) y no pueden recibir nuevas transfusiones de las mismas personas.

Ademas, en muchos casos encontrar donantes compatibles es complicado.
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Trasplante de células madre hematopoyéticas

El trasplante de médula dsea o trasplante de células madre hematopoyéticas
(TCMH) era el Gnico procedimiento curativo disponible hasta hace poco. Se trata de un
trasplante alégeno donde las células hematopoyéticas del paciente son reemplazadas por
las de un donante compatible. Previo al trasplante se administra al paciente receptor un
régimen de acondicionamiento como la quimioterapia mieloablativa. El uso de esta
terapia se ha visto limitado debido a los riesgos que conlleva como la mortalidad asociada
al trasplante (5 al 10%) (Steinberg, 2008), ademéas de complicaciones inmunoldgicas
como enfermedad del injerto contra el huésped o el rechazo del injerto, asi como
problemas derivados de la quimioterapia mieloablativa como la esterilidad. Aunque con
los TCMH la probabilidad de cura puede a llegar a ser del 95% (Bernaudin et al., 2017),
se reserva Unicamente a los pacientes con casos mas severos de la enfermedad que no
responden a tratamientos alternativos. Ademas, menos de un 20% de los pacientes tienen
un donante histocompatible, solo se han documentado un total de 1000 casos de trasplante
de células hematopoyeéticas a pacientes con anemia falciforme en todo el mundo (Meier,
2018). Es por este motivo por lo que es esencial explorar terapias alternativas que sean
posibles para un espectro mas amplio de pacientes y que se enfoquen en curar la anemia

falciforme, no solo tratar sus sintomas.
Terapias de adicidon génica

Se han realizado diversos ensayos preclinicos y clinicos que tratan de introducir
por medio de un vector viral una copia funcional del gen de las cadenas p (HBB) de la
hemoglobina, siendo esta una potencial terapia curativa para pacientes con anemia
falciforme. En 2017, se trato el primer paciente con un vector lentiviral, permitiendo la
adicion estable de un gen HBB que no produce los globulos rojos falciformes (anti-
sicking) en células madre hematopoyéticas autdlogas (HSCs) (Ribeil et al., 2017). Este
gen presenta una sustitucion en el residuo 87 de las cadenas B de Thr a GIn (BA8"Thr:GlIn),
lo que hace que tenga menos tendencia a contactar con el residuo Val de la posicion 6 de
las cadenas B de la HbS (Demirci et al., 2018), y por tanto se reduce la polimerizacion de
la HbS. EIl ensayo clinico de adicién génica mas exitoso hasta el momento emplea un
farmaco llamado LentiGlobin BB305, construido por Kanter et al., y desarrollado por
BlueBird Bio (Kanter et al., 2022). EI vector lentiviral contiene un plasmido con el gen
HBB anti-sickling (B*®'Thr:GIn), que es introducido ex vivo en las HSCs extraidas de
pacientes con anemia falciforme. Tras la adicién del gen, las células modificadas se
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introducen de nuevo en los pacientes que previamente han recibido una quimioterapia
mieloablativa para contar con suficiente espacio en la médula 6sea para las nuevas HSCs.
Con este tratamiento se redujo préacticamente por completo la aparicion de VOCs, se
increment6 la hemoglobina circulante y disminuyé o se elimind por completo la

necesidad de transfusiones sanguineas (Kanter et al., 2022).

A pesar de las ventajas que ofrece este tratamiento, usar vectores virales tiene unos
riesgos asociados, como la posibilidad de generar retrovirus replicativamente
competentes (RCR) que puedan infectar otras células o el riesgo de la mutagénesis
insercional (Park & Bao, 2021). Ademas, se debe considerar el costo y la complejidad de
una produccién a mayor escala de los vectores lentivirales que se requiere para el
tratamiento de un alto nimero de pacientes (Papizan et al., 2021). Es por este motivo por
el cual, a pesar de resultar una aproximacion prometedora, se requieren estudios de
seguimiento de los pacientes para confirmar la seguridad y la durabilidad de la eficacia

de este tratamiento como posible cura para pacientes con anemia falciforme.

OPCIONES DE EDICION GENETICA CON CRISPR-Cas9

La edicidn génica es una tecnologia que modifica de manera precisa la secuencia
del genoma induciendo inserciones, deleciones o sustituciones de bases nitrogenadas. Al
estar perfectamente caracterizado el defecto monogenético que causa la anemia
falciforme desde su descripcion en 1949 (Pauling et al., 1949), este trastorno es un buen
candidato para ser tratado con terapias de edicion genética. Esta terapia tiene potencial
para llegar a ser una cura segura, permanente y disponible para todos los pacientes
(Demirci et al., 2019), eliminando dos de los principales inconvenientes de los TCMH: la
falta de donantes compatibles y la mortalidad asociada a los trasplantes. Las terapias de
edicion génica implican la produccion de una rotura de doble cadena (DSB, del inglés
double strand DNA breaks) en un sitio especifico del genoma para lo que se emplean
nucleasas modificadas mediante ingenieria de proteinas. En un principio, las nucleasas
que se empleaban para generar este cambio en el ADN eran las meganucleasas, las
nucleasas efectoras activadoras de la transcripcion (TALENS) y las nucleasas con dedos
de zinc (ZFNs). Programar estas enzimas para que produzcan cortes en puntos concretos

del genoma puede ser complejo y requerir de mucho tiempo y experiencia.

En 2012, Doudna y colaboradores presentaron un método de edicion genética

novedoso basado en un sistema identificado previamente en bacterias al que se denominé
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CRISPR-Cas9 (Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats asociado con
la nucleasa Cas9) (Wiedenheftetal., 2012; Jinek etal., 2012). El sistema mejor estudiado
hasta la fecha se basa en la ribonucleoproteina Cas9. Como su propio nombre indica, el
sistema consta de dos componentes: la parte proteica es la nucleasa Cas9 y el acido
nucleico es un ARN guia o guide RNA (ARNQg). La Cas9 es la proteina multifuncional
que forma un complejo con el ARNg y produce en el ADN diana un corte en ambas
hebras. En cuanto al ARNg, una fraccion de la molécula de unos 20 nucle6tidos guia la
Cas9 en el genoma al hibridar con la region de interés en el ADN que se encuentra junto
a una secuencia PAM (Protospacer Adjacent Motif) cuya secuencia es 5’-NGG-3’, donde
N es cualquier base nitrogenada seguida de dos guaninas (G), y media la interaccion con
la proteina Cas9. Otra parte del ARNg presenta una funcién estructural, al ser la Cas9 una
proteina alostérica, la unién con la molécula hace que se active su actividad nucleasa. Hay
varios sistemas, que se tratan en apartados posteriores, que permiten el transporte de estas
herramientas al interior de las células dependiendo de la aplicacion. La revision se

centrara especificamente en el sistema CRISPR-Cas9 de Streptococcus pyogenes.

La nucleasa Cas9 presenta dos sitios activos, 1o que le permite realizar una rotura
de doble cadena en una diana concreta del genoma. Esta lesion activa la maquinaria de
reparacion enddgena de la célula que puede realizarse mediante la unién de extremos no
homologos (NHEJ, non-homologous end-joining) o la reparacion dirigida por homologia
(HDR, homology direct repair) (véase figura 5). La NHEJ une los extremos libres del
ADN creando en el sitio de rotura pequefas inserciones y deleciones (in/dels). Este
mecanismo es impreciso, pero es Util para alterar genes, sitios de union de otras
macromoléculas o motivos especificos del ADN (Papizan et al., 2021), modificando asi
su expresion. En cambio, la HDR requiere una secuencia no dafiada con homologia al
sitio de corte como molde para guiar la reparacién del ADN y recombinar la molécula de
nueva sintesis con el sitio de corte. Como resultado de la misma se produce un cambio
preciso de los nucledtidos del genoma en una region concreta. EI molde puede ser
sintetizado con la modificacion genética deseada, por lo que nos permite corregir
mutaciones puntuales en el genoma. Las secuencias molde pueden ser tanto circulares
como lineales, las mas empleadas son oligodesoxinucleétidos de cadena simple (SSODNS,
del inglés single-stranded oligodeoxynucleotides) libres o una secuencia molde

empaquetada en vectores adenovirales.
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El resultado de la edicion genética depende de la eleccidn de la via de reparacion
ante la rotura de doble cadena. Los genes editados por HDR son més deseables cuando
se requiere la correccion de una mutacion de los mismos, ya que garantizan
modificaciones precisas y un uso clinico mas seguro, pero las células de mamiferos
emplean preferentemente NHEJ sobre HDR (Yang et al., 2020). Se estan investigando
distintas estrategias para favorecer un aumento de la frecuencia de las HDR como
introducir més cantidad de ADN molde en la célula (Porteus, 2017). En otras terapias en
las que se requiera alterar genes o sitios de unién de factores seré preferible la activacion
de la via de reparacion NHEJ, que no requiere el transporte de un molde exdgeno, ademas
de estar activa durante todas las fases del ciclo celular excepto la mitosis, a diferencia de
la HDR, solo activa en las fases S y G2 (Métais et al, 2019).

Cas9

ARNg

secuencia PAM

’— I, I
Unién de extremos no homélogos (NHEJ) Rotura de doble Reparacién dirigida por homologia (HDR)
Altera gen de interés (in/dels) cadena Corrige gen de interés
] }
uiis G
)W” I { Tt é 1l
Delecion de nucleétido Adicion de nucledtido ADN molde
T T T
ADN interrumpido ADN interrumpido ADN reparado

Figura 5. Terapia génica con CRISPR-Cas9. Tras los cortes generados en un punto concreto
del genoma por la Cas9 se activa el mecanismo de NHEJ que produce in/dels o el HDR que
repara el gen de interés empleando un ADN molde. Creado con BioRender.com

Otra herramienta de edicidén genética que ha surgido como una extension del
sistema de edicion genética con CRISPR-Cas9 son los editores de bases (base editors). A
diferencia del sistema CRISPR-Cas9 convencional, que emplea nucleasas para producir
un corte de doble cadena, los base editors permiten una modificacion introduciendo
mutaciones puntuales en el ADN sin generar ningun corte. Se han desarrollado dos clases
principales: los base editors de citosina (CBEs, por sus siglas en inglés), que permiten

una conversion de C>T y los base editors de adenina (ABEs, por sus siglas en inglés),
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que generan un cambio A>G. Los CBEs estan compuestos por una Cas9 cataliticamente
inactiva (dCas9, catalytically dead Cas9) o una Cas9 nickasa (nCas9) que reconoce la
secuencia PAM, un ARNg que hibrida con una de las cadenas y una citosina deaminasa
que convierte la C diana en U. Ademas, fusionado a la Cas9 encontramos un inhibidor de
la uracil glicosilasa (UGI), que impide que se produzca la reparacion por escision de bases
(BER), permitiendo que el U modificado se mantenga hasta que se produzca la
replicacion del ADN, donde se reemplaza por una T. Los ABEs estdn compuestos por
una dCas9 o nCas9 junto con el ARNg y un heterodimero de adenosina deaminasa
compuesto por dos TadA, una que edita la A del ADN (TadA*) y otra en la version
silvestre (TadA) (Antoniou et al., 2021). Por cuestiones de extension y al ser la
herramienta que se ha desarrollado mas recientemente, la revision no se centrard en esta

terapia.

Varias estrategias de terapias génicas empleando la herramienta CRISPR-Cas9
para curar la anemia falciforme han mostrado buenos resultados en estudios preclinicos,
como lo son: 1) la correccion de la mutacion puntual del gen HBB, 2) la induccion la
sintesis de la HbF inhibiendo la expresion de los represores de cadenas y o modificando
los sitios de union de los mismos al ADN. En la revision se analiza cada una de estas

terapias, su fundamento y posibles ensayos que se hayan realizado.
Correccion de la mutacion puntual de la anemia falciforme

Al estar el defecto molecular que causa la anemia falciforme tan bien
caracterizado, corregir la mutacion puntual que causa la enfermedad parece ser el enfoque
potencialmente mas factible y prometedor de todos. Esta terapia se basa en la posibilidad
de la Cas9 de cortar en un punto concreto del genoma dirigida por el ARNg, en concreto
sitios cercanos a la mutacién del gen HBB del cromosoma 11 (Cradick et al., 2013). Esta
mutacion sera reparada por la maquinaria celular tomando como molde la secuencia
normal del gen que debe ser aportada exdgenamente, dando lugar a una hemoglobina
sana. Para asegurar que la correccion que se produzca sea la adecuada, mdltiples
investigadores han empleado la tecnologia CRISPR/Cas9 en diferentes tipos celulares.
Como se menciond anteriormente, El fenotipo de la enfermedad se manifiesta en los
globulos rojos de los afectados. Los glébulos rojos sanos tienen una vida media de 120

dias, pero los falciformes perduran 20 dias aproximadamente, ademas de no tener ADN
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para corregir en su interior. Es por eso que las modificaciones se realizan en las células

que se diferencian a los glébulos rojos.

Se ha tratado de corregir la mutacion de las cadenas B ex vivo, tanto en células madre
hematopoyéticas (HSCs) del paciente como en células madre pluripotentes inducidas
(iPSC), que se diferencian en HSCs que puedan injertarse en el paciente. Las HSCs del
paciente que se emplean para la edicién génica expresan el factor CD34 y pueden ser
aisladas de distintas fuentes, como la medula 6sea o la sangre periférica (Park & Bao,
2021). Estas células CD34" pueden ser modificadas introduciendo la maquinaria del
sistema CRISPR/Cas9 junto con la secuencia molde como ssODN o rAAV6 por
electroporacién. La Cas9 cortara sitios cercanos al sexto codén del gen HBB (GTG)
dirigida por el ARNg, donde se encuentra la mutacion puntual de la HbS. El corte activara
mecanismos de reparacion como la HDR, que toma el ssODN o el rAAV6 con la
secuencia silvestre (GAG) como molde para guiar la reparacion del ADN vy revertir la
mutacion (véase figura 6). Una vez modificadas, las HSCs son inoculadas de nuevo en
el paciente, previamente sometido a una quimioterapia mieloablativa. La correccion de la
mutacion puntual depende de la activacién de mecanismos de reparacion endogenos,
como el HDR ante la rotura de doble cadena producida por la Cas9, y la limitacion de las

reparaciones mediadas por NHEJ que puedan dar lugar a nuevas mutaciones.

Cas9
ssODN
<™~ GAG~—
rAAV6
% GAG‘I/J
5-tctgactcctGTGgagaagtctg-3'
L
]
5'-tctgactcctGAGgagaagtcetg-3'
Secuencia corregida H }—l }

Figura 6. Correccién de la mutacion puntual mediante con la herramienta CRISPR-Cas9. Se
muestra la regién en la que se produce el corte del cromosoma 11 y el molde con la secuencia
correcta (sSODN o rAAV6) que se requiere en la reparacién via HDR. Se produce un cambio de
GTG a GAG. Figura realizada con BioRender.com, modificada de Papizan et al., 2021.
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Desde la publicacion de un protocolo que permite generar iPSCs a partir de células
somaticas adultas en 2006 (Takahashi & Yamanaka, 2006), muchos investigadores han
conseguido aplicar estos métodos para obtener HSCs. En las HSCs que provienen de
iPSCs los niveles de correccion de la rotura de doble cadena empleando la HDR son muy
altos. Para ello es necesario generar HSCs trasplantables que puedan generar nuevos
eritrocitos en la médula espinal del paciente con anemia que contengan la HbA con las
cadenas B sin alterar. A pesar de los esfuerzos de los estudios de las Gltimas décadas, no
se ha conseguido obtener un método reproducible para generar HSCs que puedan
injertarse en el paciente de manera exitosa (Cai et al., 2017). Por el protocolo de
diferenciacion de las iPSCs a HSCs se producen pocas células, estas realizan una
hematopoyesis primitiva que seran diferenciadas en eritrocitos con hemoglobina con
cadenas €y y, con poca cantidad de cadenas  (Demirci et al., 2019). Es por esto por lo
que se requiere el desarrollo de un protocolo diferente que permita producir células que
se puedan injertar en organismos modelos, con las que ademas se conseguirian superar
problemas asociados a los trasplantes, como el rechazo por parte del paciente o la
enfermedad del injerto contra el huésped.

La correccion de esta mutacion puntual en HSCs y iPSCs parecen ser enfoques
prometedores y se estan realizando avances, pero se requieren estudios a largo plazo de
los organismos modelos con estos trasplantes para poder determinar el potencial real de

estas aplicaciones.

Ademas, se pueden emplear los base editors como los ABEs para modificar la
mutacion que causa la anemia falciforme del gen HBB en células HEK293T, como se
realizd en un experimento por Miller y colaboradores (Miller et al., 2020). Con esta
tecnologia no se puede revertir la mutacion que causa la anemia falciforme, ya que no se
puede realizar la conversion A>T con los ABEs. Se han estado investigando otras
aplicaciones que implican convertir el codon GTG mutado, que codifica una Val, en
GCG, que codifica una Ala. Esta modificacion produciria un alelo Makassar, con HbG
gue no es patogénica en individuos homocigotos ni heterocigotos (Antoniou et al., 2021).
Esta linea de investigacion podria ser interesante, pero se requieren estudios adicionales

para evaluar su eficacia y seguridad.

17



Edicion genética para aumentar los niveles de Hemoglobina F

Como se menciono anteriormente, la HbF es el tipo de hemoglobina predominante
en la sangre tras el primer trimestre de gestacion y es reemplazada poco después del
nacimiento por la HbA. Se produce un cambio en la expresion de los genes que hace que
se detenga la produccion de cadenas y, y por tanto de HbF, y se inicie la sintesis de
cadenas B, que formaran parte de la HbA, en un proceso conocido como hemoglobin
switch. Hace méas de 70 afios, Janet Watson y colaboradores (\Watson, 1948) observaron
que los recién nacidos con anemia falciforme no mostraban complicaciones durante un
periodo de tiempo, fendmeno que se relaciond con los elevados niveles de HbF en la
sangre de estos nifios. El rol de la HbF en la condicidn se confirmd con posteriores
estudios, que demostraron una disminucion de la gravedad de los sintomas asociados a la
anemia falciforme en adultos con persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal
(HPFH), con niveles elevados de HbF (Topfer et al., 2022). Es por ello por lo que se han
realizado mdltiples esfuerzos para crear estrategias de edicion genética que consigan
desreprimir los genes que dan lugar a las cadenas y, aumentando asi los niveles de HbF

en pacientes con anemia falciforme y atenuando los sintomas de la enfermedad.

Para comprender la regulacion transcripcional de los genes y Yy descubrir
potenciales dianas terapéuticas, se han empleado varios métodos complementarios, como
analisis genéticos de individuos adultos con altos niveles de HbF (HPFH) y estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés). Con los GWAS se
identifico en 2008 por primera vez un locus fundamental que controla la sintesis de esta
hemoglobina, el BCL11A, en el cromosoma 2 (Uda et al., 2008). BCL11A es un represor
transcripcional crucial para el desarrollo del cerebro y el sistema hematopoyético, entre
otras funciones. Con respecto al hemoglobin switch, este factor interactia con GATAL,
FOG1, SOX1y el complejo represor NuRD (Antoniani et al., 2018) y se une directamente
al motivo TGACCA de los promotores de los genes HBG1 y HBG2 (véase la figura 7)
(Yinetal., 2019; Shen et al., 2021). Al interaccionar con este motivo, silencia los genes
HBG1/2, por lo que es esencial para el cambio de cadenas y a  durante la transicion de
eritropoyesis fetal a adulta. Es por eso que la manipulacion genética de este motivo
TGACCA impide la union de BCL11A y desreprime los genes HBG1l y HBG2,
induciendo la produccion de HbF en el adulto (Liu et al., 2018). Es importante sefialar

que el gen BCL11A es un protooncogén cuyas mutaciones causan multiples leucemias de
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linfocitos B, por lo que cualquier aplicacion que requiera su modificacion debe ser

investigada rigurosamente para asegurar su seguridad.

SOX6
NuRD NuRD

FOG1
GATA1
LRF — KLF1
LCR \ \

TGACCA

Cromosoma 11— — — - -

e — Gy Ay s} B

Figura 7. Representacion esquematica de la regulacion transcripcional de la hemoglobina fetal
en el cromosoma 11. EI BCL11A interactla con los factores GATAL, FOG1, SOX1y el
complejo NuRD y se une al motivo TGACCA impidiendo la produccién de HbF. Creado con
BioRender.com.

Se han desarrollado distintas aproximaciones para inducir la sintesis de HbF en el
adulto como lo son: 1) Evitar que los represores transcripcionales se unan a elementos de
regulacion cis del ADN dentro del promotor de las cadenas y e 2) inhibir la expresion de
BCL11A especificamente en la linea de los eritrocitos.

Con respecto a la primera aplicacion, la tecnologia CRISPR-Cas9 se puede
emplear para producir mutaciones en los promotores de los genes que codifican las
cadenas y que afecten a los sitios de union de los represores e impidan su interaccion. En
2016, Traxler y colaboradores realizaron un ensayo ex vivo en el que emplearon la
electroporacion y un vector lentiviral para transportar la nucleasa Cas9 y dos ARNg
diferentes (ARNg-1 y ARNg-2) al nacleo celular. EI complejo ribonucleoproteico
produce una delecion de 13 pb en los promotores de los genes HBG1 y HBG2,
reproduciendo mutaciones conocidas que ocurren naturalmente en pacientes con HPFH
(Traxler et al., 2016). La Cas9 crea una rotura de doble cadena en los genes HBG1 y
HBG2 que se repara por medio de la via NHEJ causando la delecién de una region
promotor e interrumpiendo el motivo TGACCA, al que se asociaba el represor BCL11A,
por lo que impide su union e induce la sintesis de las cadenas y (véase figura 8). Esta
mutacion se realizd en células control y en HSPCs que expresaban CD34 de pacientes
con anemia falciforme que se diferenciaron en eritrocitos, y se sometieron a condiciones
de hipoxia para inducir la formacién de los polimeros de HbS. Se observé un incremento
de células F (glébulos rojos que expresan HbF) del 65% al 90% Y se redujo la formacién

de globulos rojos falciformes de un 24% a un 4%. Con esto se demostrd que se podian
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obtener células CD34" que incrementaran la expresion de cadenas y en glébulos rojos ex
Vvivo, pero aln debian ser probados en pacientes (Traxler et al., 2016).

HBE1 HBG2 HBG1  HBD HBB

cn—HHL L g fg 0

LCR T~ —=4kb

ARNg-2

-120 1-100
BCL11A

|
GCCTTGACCAATAGCCTTGACAAGGCAAAC

I Delecién de 13 nt (HPFH)

ARNg-1

Figura 8. Edicién genética de los promotores de los genes HBG1 y HBG2 para inducir la
sintesis de HbF. Se representa el locus de los genes $ con el LCRy los genes de las distintas
cadenas de la hemoglobina. Se observan los dos ARNg que forman parte de la RNP con la
secuencia PAM (rosa) y los sitios de corte (flechas). La region de 13 nt que se elimina esta
recuadrada en negro y se representa el sitio de union del represor BCL11A (rosa). Figura
modificada de Traxler et al., 2016.

Crear estas deleciones requiere un corte simultaneo en dos zonas separadas del
genoma, lo que no es tan eficiente como tener una Unica diana en el ADN (Demirci et al.,
2021). Por este motivo se realizaron posteriormente nuevos ensayos que requirieran un
solo corte. En 2019, en un ensayo con un solo ARNg se consiguio realizar un corte ex
vivo en el ADN e interrumpir el motivo TGACCA del promotor de los genes HBG1 y
HBG2 (Métais et al., 2019). Las células CD34" de pacientes con anemia falciforme
editadas se trasplantaron a ratones inmunodeficientes. Pasadas 16-17 semanas de este
proceso se mantuvieron elevados los niveles de HbF y la capacidad de diferenciacion de
las HPSCs no se vio afectada (Meétais et al., 2019; Li et al., 2018). Ademas, no se
detectaron roturas de doble cadena fuera de la diana, la edicion no impide la
hematopoyesis y como resultado de la misma se produce la induccion de HbF a niveles
potencialmente terapéuticos (Métais et al., 2019). Estos estudios preclinicos resultan
prometedores al ser seguros y potencialmente eficaces, pero se requieren estudios
estrictos a largo plazo en primates no humanos para garantizar la seguridad de la edicion
de HSPC con herramientas CRISPR/Cas9.

En cuanto a la segunda aplicacion, es posible emplear la herramienta CRISPR-
Cas9 para generar un modelo knockout en los represores de la HbF, en lugar de
interrumpir las regiones del promotor a las que se unen estos factores. Varios factores de
transcripcion son esenciales para la regulacion de la expresion de la HbF, como el
BCL11A, SCA/TALL, GATAL, LRF o KLF1 (véase figura 7). Los factores LRF o el
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KLF1 son importantes represores de las cadenas y (Ma et al., 2023), pero modificarlos
podria dar lugar a otras problemaéticas asociadas ya que tienen papeles fundamentales en
la eritropoyesis normal (Demirci et al., 2019). Por otra parte, un buen candidato podria
ser el BCL11A ya que con los estudios de secuenciacion masiva (GWASS) se
identificaron una serie de polimorfismos (SNPs) en el gen BCL11A que estan asociados
a una mayor expresion de la HbF (Uda et al., 2008). Aunque al silenciar este gen se
pueden obtener elevados niveles de esta proteina, su expresion es también fundamental
en otros linajes celulares como los linfocitos B, células pancreéticas y células del sistema
nervioso central. En humanos, se observa en individuos con haploinsuficiencia o
deleciones en el gen BCL11A una elevada expresion de HbF, pero viene acompafiada de
otras problematicas como retraso en el desarrollo, poca coordinacion motora y el
sindrome de Dias-Logan, caracterizado por una discapacidad intelectual (Papizan et al.,
2021). Es por esto que la terapia ideal para curar a pacientes con anemia falciforme seria
aquella que se enfoque en impedir la expresion del represor BCL11A en la linea eritroide

especificamente, respetando sus roles en las otras lineas celulares.

En 2013, Bauer et al. realizaron una investigacion exhaustiva del locus del
BCL11A y encontraron una region concreta en el intron 2 del gen BCL11A que es un
potenciador especifico de eritrocitos, que supone una diana ideal para la ingenieria
genetica (Bauer et al., 2013). Posteriormente, se confirmd que esta region se expresaba
Unicamente en la linea eritroide, ya que al eliminar el potenciador en eritrocitos de ratén
se inducia la produccion de HbF, y al eliminarlo en una linea celular de pre-linfocitos B
la expresion de BCL11A permanecia constante (Papizan et al., 2021; Bauer et al., 2013).
En 2021, se realizo por primera vez la terapia autdloga CTX001, en la que la herramienta
CRISPR-Cas9 actua sobre el potenciador especifico de eritrocitos del gen BCL11A de
HSPCs extraidas de pacientes con anemia falciforme (Frangoul et al., 2021). La Cas9 crea
un corte que sera reparado por la via NHEJ por lo que se generan in/dels en el sitio de
unién del factor GATAL, lo que disminuye la expresion del BCL11A exclusivamente en
los eritrocitos (vease figura 10). Las células modificadas se trasplantaron a los pacientes
previamente sometidos a una terapia mieloablativa y se realizé un seguimiento durante
15 meses, con el que se observo un incremento de HbF, y por tanto de las células F
periféricas, y una disminucion de HbS a lo largo de los meses (véase figura 9). Ademas,
el injerto era duradero, se detectaron elevados niveles de expresion de HbF y la

eliminacion de VOCs y la necesidad de transfusiones sanguineas.
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Figura 9. Variacion de los niveles de hemoglobina con el tratamiento CTX001. Con respecto a
la referencia (B) se observa un aumento gradual y mantenido en la proporcién de HbF y una
disminucion de la HbS tras la edicion con CRISPR-Cas9.

Es una terapia que ha sido desarrollado por Vertex Pharmaceuticals y CRISPR
Therapeutics y se encuentra en fase I-1l de los ensayos clinicos. A pesar de que esta
aproximacion parece ser muy prometedora, requiere la produccién de una lesion en el
intron 2 del BCL11A en ambos alelos, lo que puede ser dificil de conseguir y conllevar
problemas de seguridad, al existir la posibilidad de causar translocaciones potencialmente
oncogenicas. Se requiere un analisis mas completo del empleo de la terapia CTX001 con

un seguimiento a largo plazo para caracterizar el tratamiento (Frangoul et al., 2021).
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Figura 10. Inducidn de la HbF a través del corte del potenciador especifico de eritrocitos
empleando CRISPR-Cas9. Se observa el gen BCL11A, sus cinco exones (cuadrados rosas) y la
diana con la que se hibrida el ARNg que guia a la Cas9 al potenciador. Se representa la
secuencia PAM y el sitio de unidn del factor GATAL, donde se genera el corte. Figura realizada
con BioRender.com, modificada de Frangoul et al, 2021.
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También se podria conseguir interrumpir el potenciador del BCL11A empleando
los base editors. En un estudio reciente se ha empleado una variante de la ABEs, que se
introduce células embrionarias de rifion humano generando dos conversiones de A>G en
el potenciador del BCL11A. Como resultado, se observo en las células modificadas
elevados niveles de expresion de HbF (de hasta un 32%). Este estudio demuestra que, en
cultivos de células in vitro, los editores de base pueden producir de manera eficiente
mutaciones naturales que aumenten los niveles de HbF en células humanas (Richter et
al., 2020).

En resumen, el uso de la herramienta de edicién genética CRISPR-Cas9 para
inducir la sintesis de HbF en adultos muestra un gran potencial como posible enfoque
clinico para tratar la anemia falciforme y otras hemoglobinopatias. Se requiere una mayor
investigacion de la regulacion de la expresion esta hemoglobina y un mayor nimero de

ensayos clinicos e investigaciones para asegurar su capacidad curativa.

Transporte de las herramientas CRISPR-Cas9 al interior celular

Muchas de las aproximaciones comentadas pueden suponer una opcion
terapéutica para los pacientes con anemia falciforme, pero cada uno de los métodos
requieren un transporte eficiente y seguro de los componentes del sistema CRISPR-Cas9
al interior de las HSCs. La eleccion del método de transporte depende en gran medida del
propdsito de la edicidn genética y el tipo de célula en la que se quiera introducir. Las
terapias que emplean como medio de reparacién la NHEJ son mas simples y solo
requieren el transporte de la Cas9 y el ARNg, pero las mediadas por HDR también
requieren del transporte de un molde como el ssODN, lo que puede incrementar el coste
y dar lugar a una respuesta inmune (Papizan et al., 2021). Las tecnologias que permiten
el transporte se pueden clasificar en fisicas, vectores virales o vectores no virales. Para el
transporte podemos optar por introducir: 1) plasmidos que expresen los ARNm para el
ARNg y la Cas9, 2) ARNm de la Cas9 y del ARNg, o 3) complejos ribonucleoproteicos
(RNP) que contengan la proteina Cas9 y el ARNg.

Los vectores empleados en un inicio eran principalmente constructos virales, que
son relativamente estables y poco costosos. Estos vectores proporcionan una expresion
continua de los ARNs y la Cas9, lo que puede resultar beneficioso, pero también puede
aumentar la posibilidad de que se produzcan efectos off-target, ademas de mutagénesis

insercional y una elevada inmunogenicidad en muchos casos (Demirci et al., 2019). Se

23



estan realizando mdaltiples esfuerzos para conseguir superar estas problematicas como
modificaciones por ingenieria para conseguir que sus dianas sean mas especificas y que
tengan menores problemas de toxicidad. En cuanto al empleo de vectores no virales, su
eficiencia es inferior a la de los vectores virales, pero tiene ventajas como que son
métodos mas seguros, con mayor capacidad de transporte y con posibilidad de transporte
especifico a la célula diana in vivo (Ma et al., 2023). Algunos de los ejemplos de vectores
no virales son los polimeros cationicos, los liposomas (LNPs), exosomas, particulas
similares a virus (VLPs) y nanoparticulas de oro (AuNPSs). Sin embargo, al igual que los
vectores virales, estos vectores pueden causar reacciones inmunes que limitan su eficacia
produciendo efectos adversos. Con respecto a los métodos fisicos de transporte al interior
celular, encontramos algunos como la microinyeccién o la electroporaciéon. La
microinyeccion permite introducir un pldsmido de ADN directamente al ndcleo de las
celulas o el complejo ribonucleoproteico con el ARNg y la Cas9 al citoplasma. La
electroporacion es un método de transporte no selectivo que nos sirve para introducir
ADN, ARN y/o proteinas en las células produciendo unos poros en la membrana
plasmatica al someterla a un pulso eléctrico. Este método es muy eficiente transfiriendo
la RNP a las HSPCs para corregir la mutacion puntual que causa la anemia falciforme.
Frangoul y colaboradores, en la terapia CTX001 emplearon la electroporacion para
transportar el sistema CRISPR-Cas9 que tiene como diana el potenciador especifico de
eritrocitos del BCL11A en pacientes con anemia falciforme y p-talasemia (Fragoul et al.,
2021). Este método puede ser eficiente pero también tiene sus riesgos como la posibilidad

de dafar la membrana lipidica disminuyendo la actividad celular (Ma et al., 2023).

CONCLUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En esta revision bibliografica se han analizado diversas estrategias para el
tratamiento de la anemia falciforme y su potencial curativo para mejorar la calidad de

vida de los pacientes afectados por esta condicion genética.

La herramienta CRISPR-Cas9 es una de las més atractivas en el tratamiento de la
anemia falciforme considerando que se trata de una enfermedad monogenética causada
por una mutacion puntual. A pesar de que se trata de una terapia prometedora, eficaz y
relativamente sencilla, en muchos aspectos de la misma hay un amplio margen de mejora,
como la eficacia y especificidad de corte y reparacion, o los métodos de transporte al

interior celular. Una de las mayores limitaciones en la aplicacion del sistema CRISPR-
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Cas9 es su dependencia de la secuencia PAM junto a la diana. Por ese motivo se deben
seguir realizando esfuerzos para producir diferentes tipos de proteinas Cas que
reconozcan distintas secuencias PAM (Demirci et al., 2019). Por otra parte, una de las
mayores problematicas de la herramienta es la posibilidad de generar efectos fuera de la
diana, off-target, ya que se ha detectado que el complejo ribonucleoproteico puede
reconocer secuencias con hasta 5 bases nitrogenadas que no correspondan con la diana
(Fuetal., 2013) y generar cortes fuera de la misma. Por este motivo, es esencial aumentar
la especificidad del sistema CRISPR-Cas, generando nuevas nucleasas modificadas. Es
esperable que las limitaciones técnicas mencionadas se superen, de hecho, ya se observan
ensayos clinicos en pacientes que son muy prometedores y parecen ser una apuesta

segura, como el CTX001.

Es esencial profundizar en el conocimiento de las estrategias de edicion genica y
los factores implicados en la anemia falciforme para predecir la respuesta del paciente y
disefar terapias mas efectivas y seguras. Si estas terapias consiguen avanzar, estos
tratamientos podrian llegar a ser méas accesibles en las areas con recursos més limitados
donde esta enfermedad supone una mayor amenaza. La cura de la anemia falciforme
empleando la edicion genética esta cada vez mas cerca de convertirse en una realidad,
pero aun existen algunos desafios que deben ser superados para asegurar una terapia

factible, segura y curativa a largo plazo.

Este trabajo ejemplifica una de las miles de enfermedades monogénicas conocidas
en el ser humano actualmente. Es importante resaltar los esfuerzos que se estan realizando
para buscar una posible cura de las mismas gracias al estudio de la anemia falciforme,
cuyas conclusiones podrian extrapolarse a muchas otras enfermedades genéticas en el

futuro.
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