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RESUMEN

La enfermedad de células falciformes, es una coleccion de trastornos caracterizados
por la herencia de una sustitucion de base Unica (reemplazo del acido glutamico hidrofilico
por valina hidrofébica) en el gen de la globina p.

Esta distorsion da como resultado una disminucion de la supervivencia de los eritrocitos y
las manifestaciones clinicas posteriores del trastorno, que incluyen anemia cronica, eventos
de dolor, accidente cerebrovascular, dano y falla multiorganica y mortalidad prematura,
desde el punto de vista terapéutico la edicion del genoma es una técnica de biologia
molecular potencialmente curativa disponible para todas las personas con
hemoglobinopatias B, incluida la enfermedad de células falciformes. Los avances recientes
en las plataformas de edicidon del genoma, particularmente con el uso de CRISPR-Cas9,
allanaron el camino para la induccién eficiente de hemoglobina fetal a través de la creacion
de mutaciones artificiales de persistencia hereditaria natural de hemoglobina fetal. Ya que la
hemoglobina fetal inhibe la polimerizacion de la hemoglobina falciforme, y esta bien
descrito que la persistencia hereditaria natural de la hemoglobina, alivia los sintomas de la
enfermedad; por lo tanto, la activacion de la hemoglobina fetal silenciada por el desarrollo
en los eritrocitos adultos ha sido durante mucho tiempo de interés como estrategia
terapéutica.

PALABRAS CLAVE: Anemia, Hemoglobina, Eritrocitos, Fetal, Falciforme, Globina,

Mutacion, Tratamiento.
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Abstract

Sickle cell disease is a collection of disorders characterized by the inheritance of a
single base substitution (replacement of hydrophilic glutamic acid with hydrophobic valine)
in the B-globin gene. This distortion results in decreased erythrocyte survival and
subsequent clinical manifestations of the disorder, including chronic anemia, pain events,
stroke, multiple organ damage and failure, and premature mortality. Genome is a potentially
curative molecular biology technique available to all people with 3 hemoglobinopathies,
including sickle cell disease. Recent advances in genome editing platforms, particularly
with the use of CRISPR-Cas9, have paved the way for efficient induction of fetal
hemoglobin through the creation of artificial mutations of naturally heritable persistence of
fetal hemoglobin. Since fetal hemoglobin inhibits the polymerization of sickle hemoglobin,
and it is well described that the natural hereditary persistence of hemoglobin alleviates the
symptoms of the disease; Therefore, activation of developmentally silenced fetal
hemoglobin in adult erythrocytes has long been of interest as a therapeutic strategy.
KEYWORDS: Anemia, Hemoglobin, Erythrocytes, Fetal, Sickle cell, Globin, Mutation,

Treatment
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l. INTRODUCCION

La anemia falciforme es una enfermedad genética de la sangre caracterizada por la
produccion de eritrocitos con forma andmala, debido a mutaciones en el gen HBB
(complejo globinico Beta).

Dando lugar a la produccion hemoglobina S, diferente a la hemoglobina A, normal en el
adulto, dicha mutacion se lleva a cabo por un cambio de aminoacidos (adenina por timina
en el gen de la cadena beta) originando asi una sustitucion del aminoécido acido glutdmico
por valina en la posicion nimero seis de la proteina.

Como consecuencia de esta mutacion, se produce una hemoglobina inestable que se
cristaliza facilmente cuando la presion de oxigeno es baja, provocando que el eritrocito se
deforme, se torne rigido y tome la forma de media luna provocando asi su destruccion y la
consecuente anemia hemolitica.

En paises desarrollados la creacion de una terapia para la anemia falciforme, al conseguir
corregir la mutacion responsable de la enfermedad, o incluso el logro de la reactivacion en
el suficiente numero de células madre hematopoyéticas in vitro, o la reactivacion de la
hemoglobina fetal silenciada, mediante la tecnologia CRISPR/CAS9 (repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas) propone un novedoso
tratamiento y una mejora significativa en la calidad de vida de las personas que padecen la
enfermedad.

El sistema CRISPR/CAS9 forma parte de un sistema inmune que las bacterias desarrollan
para defenderse de los virus (bacteridfago) este sistema de defensa estd mediado por una

nucleasa especifica que degrada el material genético de los virus (bacteriofagos) para
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posteriormente almacenar fragmentos o secuencias de dicho material genético y de esta
manera lograr reconocer y eliminar en el futuro ADN que posea secuencias genéticas
similares.

En la actualidad el sistema CRISPR/CAS9 ha tomado gran relevancia en el campo de la
medicina y la biotecnologia ya que gracias a la capacidad que posee dicho sistema para
introducir cortes y correcciones especificas en la molécula de ADN ha sido posible aislarlo
y emplearlo como una herramienta especial en bilogia molecular para la edicion genética.
Siendo de esta forma la clave para el desarrollo potencial de multiples terapias génicas para
el tratamiento de enfermedades genéticas como lo es en este caso la anemia falciforme.
Cabe recalcar que de momento no se cuentan con avances o datos especificos sobre el uso o

la implementacion de la edicion genética mediante CRISPR/cas9 en El Salvador

X
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1. DESARROLLO
Segun la organizacion mundial de la salud (OMS) se considera a la anemia como un
problema de interés en salud publica y plantea la meta de reducirla en 50% para el 2025,
especialmente en nifios y mujeres en edad reproductiva, poblacion considerada como la
mas afectada.

Dentro de este tipo de patologias, la hemoglobinopatia anemia falciforme, ha generado
gran interés dentro de la comunidad cientifica por su crecimiento vertiginoso en la
poblacion. El nimero de recién nacidos con anemia falciforme podria pasar de 305.800 en
2010 hasta alrededor de 404.200 en 2050 a nivel global.

Las hemoglobinopatias son enfermedades de origen genético, en la estructura o sintesis de
la molécula de hemoglobina, la cual estd constituida por dos cadenas alfa (o) y dos cadenas
beta ( B) ensambladas con un dtomo de hierro que constituye el grupo hemo.

Dichas cadenas son codificadas por genes independientes localizados en los cromosomas
11p13 y 11p15. (SciELO 2021 pag 1322)!

La hemoglobinopatia anemia falciforme, también conocida como anemia drepanocitica o
drepanocitosis, de acuerdo con la Organizacion Nacional de Enfermedades Raras - NORD
(USA), la frecuencia de anemia falciforme varia entre paises.

Las mutaciones en el gen HBB (complejo globinico Beta) son comunes en personas de
Africa, el Mediterraneo, Medio Oriente, India, en personas del Caribe, regiones de Centro y
Suramérica, aunque pueden ser encontradas en individuos de cualquier origen étnico.

La herencia de la anemia falciforme es de tipo autosoémica recesiva, caracterizada por la
produccion de la hemoglobina S, que difiere de la hemoglobina A, normal del adulto, por

un cambio de adenina por timina en el gen de la cadena f3, debido a esta mutacion, se



11
produce una hemoglobina inestable que se cristaliza ficilmente cuando la presion de
oxigeno es baja lo cual hace que el hematie se deforme y se torne rigido adoptando la
forma de media luna, provocando su destruccion y la consecuente anemia hemolitica.
Todos los individuos con hemoglobina S presentan la misma mutacion, la cual va
acompafiada por otras mutaciones en la region del cromosoma 11, conocidas como grupo
de la globina beta lo que origina distintos polimorfismos. Las 2 formas mas importantes en
las que se presenta la anemia falciforme son: 1) forma homocigota, o pacientes afectados es
decir que manifiestan la enfermedad, 2) forma heterocigoto, o rasgo drepanocitico, es el
paciente asintomatico considerado portador sano.

Un dato importante es que normalmente, el recién nacido presenta gran cantidad de
hemoglobina fetal, la cual empieza a disminuir hacia los 4 a 6 meses de vida; esta
hemoglobina presenta alta afinidad por el oxigeno lo que hace que los pacientes con anemia
falciforme sean asintomaticos al momento del nacimiento.

En los pacientes afectados, las manifestaciones clinicas son: la hemolisis marcada, y
aquellas que son consecuencia de la vaso-oclusion, generada a partir de la obstruccion de
los vasos sanguineos por la forma de hoz del hematie; estos episodios terminan por
ocasionar dafio sistémico en diferentes 6rganos producto de la isquemia e infartos tisulares,
los sintomas y complicaciones de la enfermedad pueden variar de leves a graves, la anemia
puede ser de tipo normocitica-normocrémica cuando son homocigotos, o de tipo
microcitica mediante el anélisis de hemoglobina reticulocitaria.( SciELO,2021pag1325)!
Recientemente, ha crecido el interés por emplear la técnica en biologia molecular
CRISPR/cas9 como procedimiento terapéutico en la correccion del gen de la beta globina

mutado, mediante la edicion de la mutacion del gen de la beta globina por reparacion de
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ADN dirigida por homologia, para cortar o desintegrar el locus de la hemoglobina
falciforme siendo este la causa mas comun de anemia falciforme, basicamente la reparacion
de ADN dirigida por homologia utilizando el sistema CRISPR/cas9 se encarga de reparar
una ruptura en el ADN con un fragmento de ADN el cual debe contener secuencias
similares u homologia en los extremos del ADN roto para que este sea incorporado.

La plataforma CRISPR/Cas9 utiliza una tinica endonucleasa y un solo ARN guia (ARNg)
para inducir la ruptura de ADN (doble cadena) de secuencia especifica. Cuando esto
acompaiia a un molde de reparacion, permite reparar el gen mutado.

El acronimo CRISPR proviene de las siglas Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats que en espafol significa: Repeticiones Palindromicas Cortas
Agrupadas y Regularmente Interespaciadas.

La segunda parte del nombre, Cas, se refiere a un grupo de proteinas del nucleo celular
(nucleasas), que fueron nombradas asi al descubrirse que estaban asociadas a CRISPR.

El origen de CRISPR/Cas9 esta en el sistema de defensa inmunitario de las bacterias ante
los virus. Muchas bacterias tienen un sistema de defensa llamado CRISPR, que les permite
detectar ADN viral y destruirlo. Para ello, estas bacterias cuentan con una proteina llamada
Cas9 que, junto con un ARN guia (gARN), permite identificar, cortar y destruir la
secuencia del ADN virico.

El mecanismo de defensa inmune de las bacterias ya habia sido descrito por Francisco
Mojica, microbidlogo de la Universidad de Alicante. En el afio 2003, Mojica descubri6 que
habia fragmentos del genoma del virus en bacterias que llevaban a la bacteria a ser
resistente a la infeccion, sentando las bases para el desarrollo de la herramienta CRISPR-

Cas9 en biologia molecular.
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En 2012, Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier publicaron en Science un trabajo que
mostraba como Cas9 podria utilizarse a modo de herramienta de ingenieria genética en
biologia molecular.
Usando esta proteina, cientificos de todo el mundo podrian eliminar o insertar secuencias
de ADN en células de una manera precisa. Desde entonces, algunos laboratorios de todo el
mundo se ha editado ADN en células de diversas especies, incluidos ratones y monos, asi
como en embriones humanos, CRISPR-Cas9 puede ofrecer un enfoque poderoso para tratar
muchas enfermedades humanas, de origen genético como lo es en este caso la anemia
falciforme (BioThech,2019pag5)? la edicion clésica de crispr-cas9 en la correccion de la
mutacion del gen que causa la anemia falciforme se basa en roturas de doble cadena,
seguidas de una reparacion celular posterior de roturas cromosomicas, ya sea mediante
unién de extremos no homoélogos o reparacion dirigida por homologia.
La reparacion dirigida por homologia es un mecanismo de reparacion preciso dado que se
proporciona una plantilla de donde se pueden introducir/corregir las mutaciones deseadas.
Los ensayos clinicos actuales (ClinicalTrials.gov: NCT03653247, NCT03432364,
NCT03745287 y NCT03655678) estan utilizando herramientas de edicion del genoma para
crear roturas de doble cadena en el potenciador BCL11A especifico de células eritroides
para inducir los niveles de hemoglobina fetal como una opcidn de tratamiento potencial
para la anemia falciforme y beta talasemia.
Y como enfoque alternativo, los editores de base pueden modificar el genoma sin necesidad
de roturas de doble cadena, como ocurre con el sistema CRISPR-cas9 en un intento por

corregir la mutacion den el gen de la beta globina.
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Dos de estos editores de bases son, editores de bases de citosina y editores de bases de
adenina. (CellPress,2021pag6)?
La aplicabilidad de los editores de base para inducir hemoglobina fetal se demostrd
utilizando un editor de base evolucionado de adenina llamado ABE7.10 (ABES8e) para
modificar el gen BCL11A en las células de rifion embrionario humano inmortalizadas, lo
que lleva a niveles de edicion significativos (54 %) en el sitio de union del gen GATA1
ubicado en el cromosoma X que codifica el factor de transcripcion hematopoyético GATA1
cuya funcion es codificar un factor de transcripcion hematopoyético lo cual resulta esencial
para la maduracion de los precursores eritroides y megacariociticos. (Nat.Biotechno, 2020
pag 883)* Por otra parte, como dato extra de una investigacioén que aun esta en desarrollo,
en un intento de estrechar la ventana de edicion y evitar ediciones fuera del objetivo en la
ventana de actividad del editor base, se edité una variante de la linea celular eritrocitica
humana HUDEP-2, que constan de un solo gen de gamma globina en la posicion de
—117G>A por un editor de base transferido por plasmido (hyA3A-BE4) que da como
resultado una expresion de gamma globina sustancialmente elevada, ya que el estudio de
los procesos celulares y la regulacion genética en el desarrollo eritrocitico terminal se ha
visto enormemente facilitado por la generacion de esta linea celular inmortalizada derivada
de precursores eritroides que a las ves son derivados del cordon umbilical humano,
denominadas cé¢lulas HUDEP-2 o Linea celular derivada del cordon umbilicada humano.
La capacidad de editar el genoma de manera eficiente de las células HUDEP-2 utilizando
el sistema combinado de repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas CRISPR/cas9 y crear lineas clonales amplia enormemente su utilidad, ya

que la insercion de mutaciones clinicamente relevantes permite el estudio de
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potencialmente todas las enfermedades genéticas que afectan el desarrollo de los globulos
rojos, en este caso la anemia falciforme.

Cabe recalcar que uno de los enfoques actuales con un gran potencial en el tratamiento de
la anemia falciforme es imitar las mutaciones de la persistencia natural de hemoglobina
fetal que ocurren naturalmente, en si la edicion del genoma es una técnica en biologia
molecular que pretende tratar multiples enfermedades genética en este caso la anemia
falciforme pudiendo estar disponible para todas las personas con hemoglobinopatias 3,
gracias a estudios recientes se sabe que la hemoglobina fetal inhibe la polimerizacion de
la hemoglobina falciforme , y esta bien descrito que la persistencia hereditaria natural de la
hemoglobina fetal, alivia los sintomas de la enfermedad.

Por lo cual, la activacion o sintesis de la hemoglobina fetal, la cual se encuentra inhibida
por el desarrollo en los glébulos rojos adultos ha sido durante mucho tiempo de interés
como estrategia terapéutica en edicion genética, los avances recientes en las plataformas de
edicion del genoma, particularmente con el uso de CRISPR-Cas9, facilitaron el camino
para la induccion eficiente de hemoglobina fetal a través de la creacion de mutaciones
artificiales de persistencia hereditaria natural de la hemoglobina fetal.

Se han probado numerosos enfoques para reactivar la hemoglobina fetal silenciada durante
el desarrollo en células madre y progenitoras hematopoyéticas derivadas de pacientes
adultos, la expresion o sintesis de hemoglobina fetal en pacientes con anemia falciforme y
beta talasemia alivia los efectos nocivos de los fenotipos de enfermedad grave.

Por lo tanto, las herramientas de edicion del genoma, en particular CRISPR-Cas9, son muy
eficaces y se pretende que estén ampliamente disponibles en el futuro para lograr estos

niveles terapéuticos de hemoglobina fetal, de hecho, algunos de los objetivos actuales para
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la expresion de niveles altos de hemoglobina fetal incluyen la generacion de mutaciones en
los promotores del gen globina.

Pero antes no estd demads aclarar que es un promotor, en biologia molecular, es una region
de ADN proximal a un gen, en este caso el gen de la globina, en la que proteinas relevantes
como la ARN polimerasa y factores de transcripcion se unen para iniciar la transcripcion de
ese gen (globina).

Si bien la creacion de la mutacion de la persistencia hereditaria natural de la hemoglobina
fetal a través de reparacion dirigida por homologia, permitiria una expresion predecible de
hemoglobina fetal, la reparacion dirigida por homologia no es tan eficiente como la union de
extremos no homoélogos en el injerto de células madre a largo plazo. Por otra parte, la terapia
en investigacion llamada CTXO001, la cual involucra al sistema CRISPR-cas9 propone
modificar las células madre in vivo las cuales dan lugar a los distintos tipos celulares de la
sangre, cuyo objetivo sera expresar hemoglobina fetal, para llevar a cabo dicho objetivo el
primer paso seria obtener células madre hematopoyéticas y células progenitoras, para luego
modificarlas utilizando tecnologia CRISPR-cas9 en laboratorios para luego introducirlas de

nuevo en los pacientes.

Segun esta terapia la modificacion genética para reactivar la expresion de la hemoglobina
fetal se basa en la eliminacion de una region intensificadora del gen BCL11A que codifica
para un represor de la expresion de la gamma globina, al eliminar esta region
intensificadora se sigue produciendo BCL11A cuya actividad es necesaria para el sistema
hematopoyético normal del adulto.

De esta forma el gen BCL11A se ha convertido en un importante represor de la expresion

del gen de la gamma globina en el adulto y, por tanto puede representar un objetivo para la
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intervencion terapéutica usando la tecnologia CRISPR-cas9, la expresion de BCL11A en
células eritroides esta gobernada por un potenciador especifico del tipo celular que contiene
un sitio de unidn critico a GATAL, el cual es un factor transcripcional el cual juega un
papel importante en el desarrollo de los eritrocitos regulando el paso de la hemoglobina
fetal a la hemoglobina adulta. (Genotipia,2019pag 6)°
La persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal es otro enfoque en el tratamiento de la
anemia falciforme usando la tecnologia CRIPR-cas9 es la produccion de la persistencia
hereditaria de la hemoglobina fetal.

La persistencia hereditaria de la hemoglobina fetal, es una condicidon en algunas personas que
tienen un nivel alto de hemoglobina fetal durante toda la vida, los individuos con anemia
falciformes y persistencia hereditaria de hemoglobina fetal tienen manifestaciones clinicas
mas leves.

Utilizando la tecnologia en biologia molecular de edicion del genoma CRISPR-Cas9, se
eliminaron, in vitro en células madre y progenitoras hematopoyéticas normales 13 kb del
locus de [-globina para imitar el proceso natural de la persistencia hereditaria de
hemoglobina fetal y de esa manera disminuir los sintomas de la enfermedad convirtiéndose
en una opcion en el tratamiento de la anemia falciforme. (PNAS,2016pag 8)°

Como se mencion6 anteriormente, los niveles elevados de hemoglobina fetal en pacientes
con anemia falciforme que no han presentado dafio organico severo, tienen un rol beneficioso
al prevenir algunas complicaciones de la enfermedad. Es por ello, que se han realizado
estudios que utilizan la edicidén genética especialmente utilizando la tecnologia CRISPR-cas9
para inducir la produccion de hemoglobina fetal como una estrategia terapéutica para la

anemia falciforme.
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La induccion de la sintesis de hemoglobina fetal se realiza utilizando la técnica en biologia
molecular CRISPR-cas9 para realizar una edicion o modificacion en las secuencias
reguladoras, como promotores o de regiones genOmicas relacionadas con factores de
transcripcion que controlan los niveles de la hemoglobina fetal.
Dentro de los primeros blancos u objetivos de la tecnologia de ediciéon genética CRISPR-
cas9 se encuentra el BCL11A, un factor de transcripcion que funciona como supresor de los
niveles de hemoglobina fetal, la inactivacion genética de BCL11A demostré una induccion
vigorosa de hemoglobina fetal y la correccion fenotipica de la anemia falciforme.
No obstante, se siguen realizando investigaciones utilizando el sistema CRISPR/Cas9 para
introducir mutaciones a células eritroides con el fin de evaluar el efecto en los niveles de
hemoglobina fetal y se han identificado un sitio especifico en la region potenciadora
especifica para el gen BCL11A, que permite aumentar la produccion de hemoglobina fetal
de forma significativa sin afectar a las células madre hematopoyéticas o el desarrollo linfoide.
(Crénicas cientificas,2019pag36)’ No obstante queda mucho por investigar en el bello mundo
de la edicion genética y tratamiento de la anemia falciforme mediante el sistema

CRISPR/cas9.
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I11.  CONCLUSIONES

La enfermedad de células falciformes es un grupo de trastornos hereditarios de los
globulos rojos, lo cuales en condiciones normales son redondos y pasan por pequefios vasos
sanguineos para llevar oxigeno a todas las partes del cuerpo. La hemoglobina de una
persona que presenta la enfermedad de células falciformes es anormal, lo cual causa que los
globulos rojos se pongan duros y pegajosos y tengan la apariencia de la herramienta
agricola en forma de C llamada hoz. Estas células falciformes mueren antes de tiempo, lo
que causa una constante deficiencia de globulos rojos. Ademas, cuando pasan por los vasos
sanguineos pequefios pueden atascarse y obstruir la circulacion de la sangre, la anemia
falciforme al ser la hemoglobinopatia estructural mas frecuente a nivel mundial, a través de
la cual los pacientes presentan multiples complicaciones agudas y cronicas, y para las
cuales no se cuenta con un tratamiento 6ptimo, 100% efectivo, por lo cual necesitamos
hacer uso de las nuevas técnicas en biologia molecular de la mano con laboratorio clinico
para el disefio de sistemas de manipulacion genética, que permitan obtener un tratamiento,
para mejorar la calidad de vida de las personas que padecen la enfermedad. Por lo cual la
comunidad cientifica a nivel mundial y no solo en el salvador debe hacer especial énfasis
en la importancia del desarrollo de estas tecnologias, en biologia molecular con el fin de
obtener el apoyo necesario por parte de los diferentes actores politicos, sociales y
econdmicos para el desarrollo de los estudios y ensayos clinicos que permitan desarrollar,
implementar y utilizar de forma segura estas prometedoras alternativas terapéuticas en la
edicion del genoma y correccion de la mutacion del gen de la beta globina ya que de

momento no se cuenta con la tecnologia necesaria para su implantacion.
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