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La tecnología CRISPR/Cas y su aplicación en la clínica médica
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TERAPIA GÉNICA EN HEMOGLOBINOPATÍAS

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats (CRISPR)/Cas9 es un sistema natural de 
defensa bacteriana descubierto por Mojica et al.1,2 y 
adaptado como herramienta de edición genética por el 
grupo de Charpentier y Doudna3, quienes recibieron el 
Premio Nobel en 2020. Cas9 es una nucleasa, una 
proteína con capacidad para cortar ADN de doble 
cadena en sitios específicos, guiada por un ARN guía 
(ARNg). La unión de la Cas9 con el ARNg forma un 
complejo ribonucleoproteico (RNP). Este complejo es 
el encargado de reconocer una secuencia de ADN y 
cortar. Para que esto ocurra, es imprescindible la pre-
sencia de una secuencia PAM (Protospacer Adjacent 
Motif), que en el caso de Cas9 es NGG. Esta secuen-
cia específica es esencial para que Cas9 reconozca y 
corte el ADN en el sitio deseado. En la mayoría de los 
organismos, cuando se genera el corte del ADN se 
activa la maquinaria de reparación, que tiene principal-
mente dos rutas: la NHEJ (Non-Homologous End 
Joining), de alta eficiencia y que no requiere molde, 
aunque frecuentemente introduce inserciones o dele-
ciones (indels), y la HDR (Homology-Directed Repair), 
más lenta y dependiente de una secuencia molde, pero 
con elevada fidelidad en la reparación. En la edición 
génica se utiliza la vía HDR para introducir o reparar 
mutaciones añadiendo una secuencia molde.

Las hemoglobinopatías, como la anemia falciforme y 
la beta-talasemia, son trastornos monogénicos causados 
por mutaciones en el gen HBB que codifica la cadena β 
de la hemoglobina (β-globina)4. En la anemia falciforme, 
la mutación puntual c.20A>T (p.Glu6Val) origina la 
variante defectuosa HbS. Por otro lado, en la beta-tala-
semia se han descrito más de 350 mutaciones que afec-
tan la síntesis de β-globina4. Estas enfermedades 

presentan un amplio espectro clínico y, hasta la fecha, 
el único tratamiento curativo disponible es el trasplante 
alogénico de progenitores hematopoyéticos. Por ello, la 
edición génica de células madre hematopoyéticas (CMH) 
mediante CRISPR/Cas9 se perfila como una alternativa 
prometedora.

Una estrategia lógica sería la corrección directa de 
las mutaciones puntuales, pero esta aproximación con-
lleva diversos retos. En primer lugar, se requiere un 
ARNg que distinga específicamente el alelo mutado sin 
afectar al alelo sano, minimizando los efectos fuera de 
objetivo (off-target). En segundo lugar, es fundamental 
favorecer la reparación por la vía de HDR, ya que la 
NHEJ podría inducir indels que agraven la mutación 
existente5,6. Además, es necesaria la introducción de 
un molde de ADN, lo cual podría aumentar la toxicidad 
celular y activar una respuesta immunitaria6. Incluso si 
se superan estos obstáculos técnicos, es esencial 
lograr una eficiencia de edición suficiente para garan-
tizar un número adecuado de células corregidas que 
permita la reconstitución hematopoyética tras la infu-
sión en el paciente. Para optimizar este proceso, se 
han desarrollado metodologías que combinan el com-
plejo RNP de CRISPR con virus adenoasociados (AAV) 
para introducir la plantilla de reparación7,8. No obstante, 
algunos estudios han señalado que esta combinación 
puede inducir una respuesta inflamatoria y activar la 
vía del p53, lo que podría comprometer la viabilidad de 
las células editadas9.

Alternativamente, en los últimos años han surgido 
dos estrategias innovadoras para la corrección genética 
directa sin generar indels: los editores de base (BE, 
Base Editors)10 y los editores primarios (PE, Prime 
Editors)11. Estas tecnologías permiten realizar 
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modificaciones genéticas sin necesidad de cortar el 
ADN ni de introducir una secuencia molde de ADN. Los 
BE están formados por una Cas9 catalíticamente inac-
tiva fusionada a una enzima desaminasa, como ade-
nina base editor (ABE) o citosina base editor (CBE). 
A  diferencia del sistema CRISPR/Cas9 convencional, 
los BE generan sustituciones puntuales específicas de 
bases (A→G o C→T) sin provocar roturas de doble 
cadena. Sin embargo, estas herramientas presentan 
algunas limitaciones importantes. Los cambios nucleo-
tídicos solo pueden introducirse dentro de una ventana 
de edición específica, determinada por la posición rela-
tiva al sitio PAM. Además, puede ocurrir un efecto 
«espectador», es decir, modificaciones no deseadas en 
otras bases dentro del rango de acción de la desami-
nasa, lo que puede comprometer la precisión de la 
edición. Por otro lado, los PE representan una evolución 
aún más precisa de la edición genética. Esta tecnología 
combina una Cas9 nickasa con una transcriptasa 
inversa, y utiliza el prime editing gARN (pegARN). Este 
pegARN no solo dirige la Cas9 al sitio deseado del 
genoma, sino que también contiene la secuencia molde 
de ADN que será copiada directamente al genoma por 
la transcriptasa inversa. Los PE permiten realizar un 
rango más amplio de modificaciones, así como inser-
ciones y deleciones pequeñas, sin requerir cortes de 
doble cadena ni plantillas exógenas.

En la actualidad, la opción que parece tener mejor 
aceptación y más amplio espectro, independiente-
mente de la mutación en HBB, es la de dirigir CRISPR 
hacia BCL11A. El factor de transcripción BCL11A regula 
la transición de la hemoglobina fetal (HbF) a la adulta 
(HbA) reprimiendo directamente el gen de la γ-glo-
bina12. Los enfoques actuales de edición génica utilizan 
CRISPR/Cas9 para inactivar la región inhibidora de la 
γ-globina, de modo que esta siga expresándose tras el 
nacimiento. La reactivación de la producción de HbF 
atenúa la sintomatología de las hemoglobinopatías y 
mejora la calidad de vida de los pacientes13.

En nuestro laboratorio aplicamos la tecnología 
CRISPR para generar modelos de enfermedad, con un 
enfoque principal en el estudio del factor de transcrip-
ción GATA2. Las mutaciones germinales heterocigotas 
en este gen causan deficiencia de GATA2, un trastorno 
multisistémico que predispone al desarrollo de síndro-
mes mielodisplásicos y leucemia mieloide aguda, cuyo 
único tratamiento curativo actual es el trasplante alogé-
nico de progenitores hematopoyéticos14-16. Hemos desa-
rrollado modelos de esta enfermedad en células madre 
pluripotentes inducidas (iPSC), introduciendo la muta-
ción germinal más frecuente en pacientes, R396Q17, así 

como mutaciones somáticas en SETBP1 y ASXL1, dos 
de los genes más recurrentemente alterados en estos 
síndromes, generando el primer modelo de iPSC para 
estudiar la deficiencia en GATA2 y su progresión a sín-
drome mielodisplásico o leucemia mieloide aguda 
mediante la adquisición de mutaciones somáticas. 
Adicionalmente, hemos introducido la mutación R398W 
en CMH derivadas de cordón umbilical (CB-CMH), utili-
zando una combinación de CRISPR/Cas9 con vectores 
AAV para lograr eficiencias de edición de hasta un 10%. 
Con ello, hemos generado el primer modelo humano 
basado en CB-CMH para estudiar esta deficiencia18. 
Nuestro modelo aporta la primera evidencia de que las 
mutaciones germinales en GATA2 alteran la regulación 
de la mitosis CMH, contribuyendo potencialmente a un 
fenotipo de envejecimiento prematuro.
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