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Resumen

La edicion génica de células madre mediante CRISPR-Cas se ha convertido
en un motor real de transformacién de la medicina regenerativa, al permitir una
correccion precisa de mutaciones y generacion de modelos celulares fiables. Se
destacan modelos de edicion ex vivo e in vivo, asi como nuevas formas de
administracion que han generado avances terapéuticos importantes en la actualidad.
Analizar la evidencia cientifica disponible sobre la edicion genética de células madre
con tecnologia CRISPR-Cas, mediante una revision sistemética de bases de datos
especializadas y confiables, con el fin de consolidar la informacién actual sobre su
aplicabilidad y contribucion al desarrollo de la medicina regenerativa. Los estudios
revisados demuestran que la edicion genética de células madre con tecnologia
CRISPR-Cas ha logrado avances importantes en la terapéutica actual, especialmente
en enfermedades hematol6gicas monogénicas y hereditarias. Terapias ex vivo (exa-
cel) para anemia falciforme y B-talasemia han alcanzado la edicion estable. El caso de
terapias in vivo utilizadas en amiloidosis ha resultado en reducciones sostenidas de
proteinas patogénicas. A pesar de las distintas ventajas de la terapia con CRISPR-Cas,
aun persisten retos conocidos como la variabilidad interindividual, riesgos off-target y
accesibilidad de estas tecnologias en paises con recursos limitados. La convergencia
entre la tecnologia CRISPR y la plasticidad de las células madre representa un
profundo avance en la medicina regenerativa, que no se mide solo en la capacidad de
editar, sino en la precision de hacerlo sin altear la viabilidad de la célula o la estabilidad
del genoma.
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regenerativa, Terapia génica.
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Abstract

Introduction: Gene editing of stem cells using CRISPR-Cas has become a
major driver of transformation in regenerative medicine, enabling precise correction of
mutations and the generation of reliable cell models. Ex vivo and in vivo editing
approaches stand out, as do novel delivery strategies that have led to significant
therapeutic advances. To analyze the available scientific evidence on stem cell gene
editing using CRISPR-Cas technology through a systematic review of specialized and
reliable databases, in order to consolidate current information on its applicability and
contribution to the development of regenerative medicine. The studies reviewed
demonstrate that CRISPR-Cas—mediated gene editing of stem cells has achieved
significant advances in current therapeutic applications, particularly in monogenic and
hereditary hematological diseases. Ex vivo therapies (exa-cel) for sickle cell anemia
and B-thalassemia have achieved stable editing. The use of in vivo therapies in
amyloidosis has resulted in sustained reductions of pathogenic proteins. Despite the
various advantages of CRISPR-Cas therapy, challenges remain, including
interindividual variability, off-target risks, and limited accessibility of these technologies
in resource-constrained countries. The convergence of CRISPR technology and stem
cell plasticity represents a profound advance in regenerative medicine, measured not
only in terms of editing capacity but also in terms of the precision with which gene editing
can be achieved without compromising cell viability or genome stability.

Keywords: Stem cells, Gene editing, CRISPR-Cas, Regenerative medicine, Gene
therapy.
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Introduccion

Las células madre, también conocidas como células troncales, constituyen un
grupo de células primitivas de gran interés debido a sus propiedades de autorrenovacion
y diferenciacion, que les permite generar diversos linajes celulares a través de divisiones
asimétricas. Se definen como células indiferenciadas, inmaduras y capaces de originar
uno o0 mas tipos de células especializadas, lo que las convierte en un pilar fundamental
tanto para comprender el desarrollo embrionario como para explicar los procesos de
reparacion tisular en individuos adultos. (Pimentel-Parra & Murcia-Ordofiez, 2018) (Rafi,

2011)

Su potencial terapéutico ha impulsado su aplicacion experimental y clinica en
diversas patologias degenerativas y cronicas, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer, diabetes mellitus, asi como
afecciones cardiacas, hepaticas, pulmonares, articulares y cartilaginosas. (Pimentel-

Parra & Murcia-Ordofiez, 2018)

Desde el punto de vista biol6gico, se clasifican segin su potencialidad en
totipotentes, pluripotentes y multipotentes, e incluyen tanto células madre embrionarias
(CME) como células madre adultas (CMA) o mesenguimales (CMM); a estas se suman
las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs), obtenidas por reprogramacién de
células somaticas, que han permitido superar limitaciones éticas y ampliar el desarrollo

de terapias personalizadas. (Quesada Leyva et al., 2018) (Vizoso et al., 2023)

No obstante, pese a los avances alcanzados, la mayoria de estas patologias
carecen aun de tratamientos curativos, ya que las terapias basadas exclusivamente en
células madre no permiten corregir de forma precisa las alteraciones genéticas

subyacentes que condicionan la progresion de la enfermedad. (Rafi, 2011)
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En este escenario, la edicion genética emerge como una herramienta clave,
capaz de complementar la medicina regenerativa al posibilitar la correccion dirigida de
mutaciones patogénicas, posicionando a tecnologias como CRISPR-Cas como una
estrategia prometedora para el desarrollo de terapias regenerativas de precision. (Rafi,

2011) (Hendriks et al., 2020)

Las aplicaciones clinicas de las células madre abarcan desde su uso como
vehiculos terapéuticos de genes en enfermedades monogénicas hasta su
implementacion como terapias de reemplazo celular destinadas a restaurar tejidos
dafiados. Sin embargo, a pesar de su amplio potencial, su efectividad ha estado
histéricamente limitada por la incapacidad de corregir con precisién las mutaciones
subyacentes que originan o modulan diversas enfermedades. (Pimentel-Parra & Murcia-
Ordofiez, 2018)(Rafi, 2011). Esta limitacion técnica ha impedido que muchas terapias
celulares alcancen su maximo desempefio clinico, evidenciando la necesidad de

incorporar herramientas capaces de modificar el genoma con exactitud y seguridad.

Con este contexto, la tecnologia de edicién genética basada en CRISPR-Cas ha
marcado un punto de transformacién sustancial en el enfoque terapéutico de la medicina
regenerativa; esto a partir de un mecanismo inmunoldgico bacteriano adaptativo, que
permite modificar de forma exacta regiones especificas del genoma, superando las
restricciones que por afios limitaron la eficacia de las terapias celulares. Su evolucién
hacia herramientas mas refinadas, como prime editing y base editing, ha ampliado
enormemente su precision y aplicabilidad, integrandose de manera natural en el campo

de la medicina regenerativa. (Vizoso et al., 2023)

En los dltimos afios, los avances en el campo de la edicion genética mediada
por CRISPR han sido significativamente notables. Desde la edicion ex vivo de células
madre hematopoyéticas con el desarrollo del sistema Casgevy para corregir trastornos

hemoglobinicos, la creacion de modelos isogénicos con iIPSCs editadas como
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estrategias de reemplazo celular en enfermedades neurodegenerativas o generacion de
tejidos derivados sin mutaciones residuales, hasta la reprogramacion segura de HSCs
capaces de mantener injertos estables a largo plazo con perfiles epigenéticos

controlados. (Rafi, 2011) (Hendriks et al., 2020)

En paralelo, nuevas formas de administracion, como nanoparticulas lipidicas
dirigidas, vectores no virales de alta eficiencia y vesiculas extracelulares modificadas,
han permitido llevar CRISPR directamente a tejidos afectados sin alterar células sanas,
expandiendo el alcance de la medicina regenerativa hacia terapias in vivo mas seguras.
Asi la evidencia respalda, no solo la solidez tecnolégica de CRISPR, sino también su
integracién con células madre como el eje central de las terapias regenerativas
emergentes, capaz de transformar el tratamiento de enfermedades que histéricamente

carecian de opciones curativas. (Rafi, 2011) (Vizoso et al., 2023)

De esta manera, el ritmo acelerado del progreso cientifico sugiere que la
intersecciéon entre células madre y CRISPR-Cas se perfila como el nucleo de una
medicina regenerativa de precision, con el potencial de transformar el tratamiento de
enfermedades histéricamente incurables y abrir nuevas rutas terapéuticas para la

reparacion y el reemplazo tisular. (Vizoso et al., 2023)

En consecuencia, este articulo tiene como objetivo analizar la evidencia cientifica
disponible sobre la edicion genética de células madre con tecnologia CRISPR-Cas,
mediante una revision sistematica de bases de datos especializadas y confiables, con
el fin de consolidar la informacién actual sobre su aplicabilidad y contribucion al

desarrollo de la medicina regenerativa.
Métodos y Materiales

La presente investigacion adopté un enfoque cualitativo, orientado a un analisis

sistematico, comparativo y descriptivo, en busca de interpretar los nuevos avances,
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aplicaciones terapéuticas y limitaciones de la tecnologia CRISPR-Cas aplicada en el

desarrollo de la medicina regenerativa.

Con este enfoque, se desarrollé una revision sistematica de alcance exploratorio
y descriptivo, cuyo disefio metodoldgico se estructur6 a partir de las recomendaciones
PRISMA 2020 en cuatro fases: identificacion y delimitacién de la evidencia universal,
cribado a partir de criterios de inclusion y exclusion para seleccionar los articulos
relevantes para la investigacion, elegibilidad y evaluacion de cada articulo
preseleccionado, y finalmente la extraccion y sistematizacion de la informacion. (Figura
1).

Figura 1. Diagrama de flujo
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Como poblacién inicial, se identificaron un total de 37 publicaciones (articulos
originales, metaandlisis y ensayos clinicos) relacionadas al tema CRISPR-Cas en
células madre con aplicaciones enfocadas a la medicina regenerativa, edicion celular y
correccion de patologias genéticas, todas indexadas en bases de datos de relevancia
cientifica a nivel mundial. De estas se realiz6 un cribado y se excluyeron 8. Tras una

evaluacion de elegibilidad, se excluyeron otras 13 publicaciones por no cumplir
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estrictamente los criterios de inclusion y exclusion, disponiéndose finalmente una

muestra total de 16 publicaciones para el presente articulo.
Criterios de Inclusién:

Para la presente sintesis se definieron criterios estrictos orientados a asegurar
la pertinencia temética y la solidez metodolégica de la evidencia seleccionada. Se

incluyeron los estudios que cumplieron con las siguientes condiciones (Tabla 1):

Tabla 1. Estrategia de busqueda y criterios de inclusion y exclusion de los

estudios
Articulos publicados entre enero de 2018 y 2025, con el objetivo
Periodo de de integrar evidencia actualizada relacionada con el uso de
publicacion: CRISPR en células madre y su aplicacion en medicina

regenerativa
Articulos originales, metaandlisis, revisiones bibliogréaficas,
incluyendo estudios experimentales in vitro, modelos animales y
ensayos preclinicos y clinicos tempranos que evaluaran técnicas
de edicion genética mediante sistemas CRISPR en células madre.
Estudios que abordaran de manera directa la edicién genética con
CRISPR-Cas9 o tecnologias derivadas aplicada a:
v' células madre embrionarias,
Contenido v’ células madre pluripotentes inducidas (iPSC),
tematico: v' células madre mesenquimales (MSC),
v’ células madre hematopoyéticas (HSC),
en el contexto de medicina regenerativa, trasplante celular o
ingenieria de tejidos.
Investigaciones que demostraron un nivel adecuado de
Calidad rigurosidad cientifica, valoradas de forma cualitativa y/o
metodolégica:  cuantitativa, priorizando disefios con controles apropiados y
técnicas validadas.

Tipo de estudio:

Criterios de Exclusion:

Aquellos manuscritos que no generaban datos relevantes
Datos primarios:  primarios, tales como revisiones narrativas, sistematicas,
metaanalisis, comentarios editoriales, letters o puntos de vista
Estudios que replicaban datos ya presentados en otros articulos
seleccionados fueron descartados para evitar sesgo por
duplicado.
Descripcién: Criterios metodologicos empleados para la seleccion de los estudios incluidos
en la revision, detallando el periodo de publicacion, tipo de estudio, contenido tematico y
criterios de exclusién aplicados

Duplicacién de la
informacion:

Recoleccién de la informacion:
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La estrategia de busqueda se construyé mediante descriptores DeCS/MeSH
combinados con operadores booleanos, utilizando ecuaciones (Tabla 2):

Tabla 2. Estrategia de busqueda

("stem cells"[MeSH Terms] OR "induced pluripotent stem cells"[MeSH Terms]
OR "hematopoietic stem cells"[MeSH Terms] OR "mesenchymal stem cells"[MeSH
Terms]

OR stem cells OR iPSC OR MSC)

AND
("CRISPR-Cas Systems"[MeSH Terms] OR CRISPR OR "CRISPR-Cas9"

OR "gene editing"[MeSH Terms] OR "genome editing" OR "genetic engineering'")
AND
("regenerative medicine"[MeSH Terms] OR "tissue engineering"[MeSH Terms]
OR "cell transplantation"[MeSH Terms] OR "cell therapy" OR "regenerative therapy")
Descripcidn: Estrategia de busqueda utilizada para la identificacion de los estudios,
incluyendo las bases de datos consultadas, los descriptores DeCS/MeSH empleados

y las combinaciones de operadores booleanos aplicadas.

La ecuacion fue disefiada para identificar estudios de relevancia que integraran
células madre con tecnologias CRISPR-Cas en el contexto de terapias regenerativas.
No se aplicaron restricciones de idioma y se delimit6 el periodo entre 2020 y 2025, con
el objetivo de garantizar que Unicamente se incluyera evidencia actual y

metodoldgicamente vigente.

Posteriormente, se aplicaron filtros tematicos y metodolégicos orientados a
mantener exclusivamente articulos con datos primarios y disefio experimental o clinico
verificable, excluyendo un total de 21 estudios correspondientes a revisiones narrativas,
revisiones sistematicas, metaanalisis 0 manuscritos sin aporte de evidencia original.
Finalmente se seleccionaron 16 articulos que cumplieron los requisitos de calidad,
pertinencia y rigor metodoldgico, conformando el cuerpo de evidencia que sustenta la

presente sintesis.

Andlisis de resultados

En la (Tabla 3) se sintetiza las principales caracteristicas metodoldgicas y los
hallazgos de los 16 estudios incluidos, destacando el tipo de célula madre empleada, la

herramienta molecular utilizada y el objetivo terapéutico o experimental de la edicién
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genética. En conjunto, la evidencia muestra que los avances en edicion genética
mediante tecnologias basadas en CRISPR han transformado el abordaje de diversas
enfermedades hereditarias y condiciones hematolégicas, con un énfasis creciente en
terapias personalizadas y modelos celulares de alta fidelidad. Un hallazgo transversal
es la progresiva sustitucion de enfoques convencionales por estrategias de edicidon

génica mas seguras, estables y con impacto clinico sostenido.

En primera linea de investigacion, los estudios centrados en modelos celulares
pluripotentes demuestran el valor de combinar células madre con herramientas de
edicion de alta precision. En este sentido, Cerna-Chavez et al. (2024) emplearon células
madre pluripotentes inducidas (hiPSC) junto con prime editing, logrando generar
modelos isogénicos de enfermedades mendelianas con eficiencias superiores al 25% y
minimas tasas de indels (Tabla 3). Este enfoque resulta particularmente relevante para
hiPSC, dado que la precision del prime editing reduce el riesgo de alteraciones
gendémicas no deseadas en células con alto potencial de diferenciacion. De forma
complementaria, Wang et al. (2021) demostraron que la modulacién del microambiente
mediante matriz extracelular puede revertir la senescencia de células madre
musculoesqueléticas, ampliando la aplicabilidad de terapias regenerativas basadas en

células modificadas.

Posteriormente, y en una fase mas avanzada de aplicacion clinica, los estudios
de Frangoul et al. (2021, 2024) y Locatelli et al. (2023) aportan evidencia sélida sobre la
efectividad de la edicion de células madre hematopoyéticas CD34+ mediante CRISPR-
Cas9, dirigida al potenciador eritroide del gen BCL11A, para el tratamiento de la
enfermedad falciforme severa y la B-talasemia dependiente de transfusion (Tabla 3). En
continuidad con los modelos celulares previamente descritos, la terapia celular
exagamglogene autotemcel (exa-cel) elimind practicamente las crisis vasooclusivas y
logré independencia transfusional en la mayoria de los pacientes evaluados, con una

edicion estable en células hematopoyéticas a largo plazo. Estos resultados consolidan
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la transicion desde la investigacion preclinica hacia intervenciones potencialmente
curativas, posicionando a exa-cel como uno de los primeros tratamientos basados en

CRISPR con impacto clinico sostenido.

En paralelo, los estudios de edicion in vivo amplian el alcance terapéutico de
estas tecnologias. Gillmore et al. (2021) y Longhurst et al. (2024) administraron
CRISPR-Cas9 mediante nanoparticulas lipidicas directamente en pacientes con
amiloidosis por transtiretina y angioedema hereditario, respectivamente, logrando
reducciones dosis-dependientes de proteinas patogénicas circulantes (TTR y calicreina
plasmatica), sin efectos adversos graves (Tabla 3). Estos hallazgos respaldan la
seguridad preliminar de la edicion somética directa y refuerzan el potencial de los

sistemas no virales para aplicaciones clinicas.

Més alld de las enfermedades hematol6gicas, los estudios preclinicos de
muestran versatilidad de CRISPR en distintos contextos celulares. Lara-Séaez et al.
(2024) desarrollaron un modelo no viral de induccion tumoral en ratones mediante RNPs
CRISPR/Cas9, alcanzando mutagénesis eficiente sin el riesgo asociado a vectores
virales. Asimismo, investigaciones preclinicas en distrofia muscular (Science Advances,
2018) y parkinsonismo relacionado a mutaciones en LRRK2 (2021) demostraron que la
correccion de mutaciones mediante CRISPR restaura fenotipos celulares, incluyendo

expresion de distrofina y funciones dopaminérgicas.

Finalmente, Xu et al. (2019) documentaron el primer caso de trasplante de
células madre hematopoyéticas editadas mediante CRISPR en un paciente con VIH y
leucemia linfoblastica aguda. Aunque la eficiencia de edicion del gen CCR5 fue limitada
(~5%), el estudio confirmé la seguridad y persistencia a largo plazo del injerto humano

editado (Tabla 3).
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herramientas CRISPR-Cas y sus principales aplicaciones terapéuticas.

Tabla 3. Estudios incluidos sobre edicion genética de células madre, utilizando

ALJTOR / ’ PATOLO- HERRA-
ANO DE TITULO DEL TIPO DE GIAS A MIENTA HALLAZGO CONCLUSION
PUBLI- ARTICULO CELULA TRATAR MOLE- PRINCIPAL
CACION CULAR
Edicion optimizada Al optimizar prime editing en
o op iPSC humanos generan
de células madre Modelado . . o
- ) Mejoras en epegRNAs y modelos isogénicos de
c pluripotentes experimental - . .
erna- humanas inducidas iPSC de condiciones que mutaciones mendelianas
Chavez et Prime editing aumentan la eficiencia 'y con alta eficiencia y menor
para generar humanas enfermedades o . . ; S .
al., 2024 modelos iSoaénicos mendelianas disminuyen indels; introduccion de indels,
9 . protocolo reproducible. facilitando estudios
de enfermedades usando iPSC .
. funcionales y modelos
mendelianas preclinicos
. La edicion produjo altos | La edicién ex vivo de HSPC
Células . el ificacio sl -
L N madre y Ane/mla por CRISPR-Cas9 niveles de modificacion autélogas medl_ante
Edicién genética . células o (~80% de alelos) y CRISPR-Cas9 es viable, los
progenitoras - dirigido al R, L
Frangoul CRISPR-Cas9 para . falciformes B reactivacion de injertos son estables y
) . hematopoyé potenciador : . . )
etal., la anemia de células ticas (SCD) vy B- eritroide de hemoglobina fetal restituye niveles funcionales
2021 falciformes y la - (HSPC) talasemia BCL11A para distribuidamente, con de HbF, reduciendo de
talasemia dependiente AP independencia de forma significativa la
CD34+ fUSIG reactivar HbF fUSIG liminacié ion clini
autélogas de transfusion transfusion y eliminacion expresion clinica de
de crisis en SCD. enfermedad.
Alta eficacia del
Células tratamiento al eliminar En el estudio fase 3, exa-cel
madre y CRISPR-Cas9 crisis vaso-oclusivas y (edicién ex vivo de BCL11A)
Frangoul Exagamglogene progenitoras Enfermedad ex vivo en la hospitalizaciones en el elimind las crisis
et agl Autotemcel para la hematopoyé falciforme regién grupo de estudio; vasooclusivas en ~97% de
2024'1‘ anemia de células ticas severa potenciadora mejoria sostenida de los pacientes durante 212
falciformes grave (HSPC) ’ eritroide de biomarcadores clave meses; muestra eficacia
CD34+ BCL11A (Hb, HbF) y edicién clinica robusta y duradera
autélogas genética (BCL11A) en el periodo reportado.
estable en el tiempo.
El estudio en fase 3
CLIMB THAL-111, el .
3 El tratamiento con exa-cel,
tratamiento con . .
exagamglogene ; _resulto en _nlv_?les_
autotemcel (exa-cel), clinicamente significativos
: de independencia en la
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independencia de n|1ayor|a Pi pacientes
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Locatelli et | . HSC dependiente CRISPR-Cas9 de los pacientes con 3- fusi
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Longhurst Edicién genética in Angioedema Una dosis Unica de NTLA-2002 demostré
etgal Vivo ngediante Edicion hereditario NTLA-2002 (CRISPR- eficacia preliminar en la
202"1’ CRISPR-Cas9 del hepética in (ataques de CRISPR-Cas9 Cas9 in vivo dirigido al reduccion de ataques de

Vivo edema por gen KLKB1) redujo de angioedemay en la

gen KLKB1 para el

disfuncién del

manera considerable y

disminucién de los niveles
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angioedema sistema de sostenida los niveles de de kallikrein sin eventos
hereditario cininas). proteina kallikrein, asi adversos graves, apoyando
como la frecuencia de su desarrollo en ensayos de
ataques de angioedema fase 3 como una potencial
hereditario en terapia de una sola
comparacion con administracion para
placebo. angioedema hereditario.
Desarrollo de una
P . Modelado metodologia no viral para
Mutagénesis no viral o : g ;
preclinico de . introducir mutaciones
CRISPR/Cas9 para . . Eficacia en generar .
. - Células cancer de : - (CRISPR/Cas9) en pulmén
Lara-Saez la generacion - . mutaciones driver en .
S progenitoras pulmoén CRISPR-Cas9 . de raton que genera
etal, optimizada de - pulmén, menor
. pulmonares (SCLC), no viral (RNP) S . modelos de SCLC
2024 modelos de cancer p - complicacién asociada a - T .
. en ratén generacion de . eficientes; Util para estudios
de pulmoén en vectores virales. 2
modelos mecanisticos y pruebas
ratones . . >
animales. preclinicas sin vectores
virales.
Se trasplantaron HS.F,)C Se demostr6 factibilidad y
donantes con ablacion engraftment a largo plazo de
Células madre de CCRS5; las células 9 9o p
- - . o HSPC CRISPR editadas en
editadas mediante VIH-1 (y el editadas persistieron humano: la baia proporcién
Xu et al., CRISPR en un HSPC paciente con >19 meses sin eventos ; 1@ baja prope
. ) CRISPR-Cas9 . de edicion en linfocitos
2019 paciente con VIH 'y autologas ALL, contexto adversos relacionados O/ :
s o g L (=5%) indica que se requiere
leucemia linfocitica clinico). con la edicién, aunque continuar su investigacion
aguda la tasa de células con ara alcanzar efic%cia
CCRS5 interrumpido fue P terapéutica
~5% en linfocitos. P ’
Problemas
relacionados Identificacion de dECM . . .
con depositada por células El microambiente de matriz
La matriz revierte la senescencia inmortalizadas mejora la (d.ECM) modula ]a
A . de células . - capacidad regenerativa de
determinacion del Células proliferaciéon y . -
A madre y _ . - IPFSCs; estrategias de
Wang et destino de las madre del aplicacion en Ingenieria de capacidad condrogénica dECM +/0 inmortalizacion
al., 2021 células madre tendén ré’ eneracion matriz de IPFSCs; el efecto ueden ser dtiles para
mediada por la (IPFSCs) dg i depende del P b il p
inmortalizacion e cart ago origen/pasaje del dECM obtener celulas
(patologias A rejuvenecidas para
- y del método de . A )
articulares / d A, ingenieria de cartilago.
o inmortalizacion.
reparacion
cartilaginosa).
NO APLICA:
No es un
articulo clinico
L dirigido a una Sintesis de métodos La reprogramacion quimica
Reprogramacion P S A
uimica para la _ tnica quimicos para €s una estrategia
quin o iPSC/ patologia, reprogramacion, prometedora para manipular
manipulacion del . . . . - !
J. Wang et destino celular: células aborda Reprogramaci estados intermedios destinos celulares sin
al., 2023 métodos ' reprograma | reprogramacio 6n guimica celulares y aplicaciones factores genéticos; todavia
NN das n celular con experimentales; discute existen retos de eficiencia,
aplicaciones y N ) c h i
) aplicaciones ventajas/desafios y seguridad y traduccion
perspectivas. ) ; ) e
potenciales direcciones futuras. clinica.
(regeneracion,
enfermedades
degenerativas.
Evidencia que una
Correccioén de Duchenne estrategia de edicién de La edicion dirigida de un
diversas mutaciones muscular un dnico sitio corrige sitio puede corregir
de distrofia muscular Células dystrophy multiples mutaciones de diferentes mutaciones de
Long et en musculo cardiaco | musculares (DMD) / CRISPR de DMD en musculo DMD en modelos humanos
al., 2018 humano modificado derivadas distrofias sitio Unico cardiaco humano in vitro (engineered heart
mediante edicién de iPSC musculares modelado y restaura muscle), apoyando
genodmica de sitio (mutaciones expresion de estrategias de correccion
tnico en gen DMD). distrofina/funcion en gendmica para DMD.
esos modelos.
La edicién gendmica En modelos iPSC
n vmq rescata Enfermedades denvadog de pgmentes Edicién génica dirigida en
fenotipos de . : con parkinsonismo, la )
) : Neuronas parkinsoniana L iPSC puede rescatar
parkinsonismo en dopaminérgi s (modelos correccion genica in fenotipos celulares de
Chang et neuronas cas celulares de CRISPR / ABE vitro restaurq parkinsonismo; la seleccion
al., 2021 dopaminérgicas . . . marcadores/funciones . L
. . derivadas parkinsonismo ) del método de edicién
derivadas de células . e celulares asociadas y . S
de iPSC idiopatico/gen impacta eficiencia y

madre pluripotentes
inducidas
portadoras de la

ético).

mostré diferencias en
eficiencia/of-target entre
métodos.

seguridad.
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mutacién LRRK2 p.
G2019S

La ediciéon genémica
terapéutica con
CRISPR/Cas9 en un

Hepatocitos

Deficiencia de
al-antitripsina

En modelo humanizado
de ratén, la edicién

Prueba de concepto de
edicion hepética terapéutica

Bjursell et modelo murino humanos en (AATD): génica redujo la proteina para AATD; demuestra que
) ) . enfermedad CRISPR-Cas9 mal plegada y mejor6 7 "
al., 2018 humanizado mejora raton L la correccion genética puede
; . hepatica/pulm marcadores de -
el fenotipo de humanizado N atenuar el fenotipo en
L onar enfermedad (mejoria :
deficiencia de a1- - e modelo humanizado.
L monogénica. fenotipica).
antitripsina
No trata una
Andlisis de todo el patologia
genoma de la concreta: - -
L : Andlisis genémicos
actividad estudia detallados Aporta evidencia empirica
CRISPR/Cas9 fuera seguridad taflados y ) p ) p
g . caracterizacion del perfil sobre perfil de off-target en
del objetivo en gendmica de ] =
. . HSC S off-target en clones HSPC clonales, informacion
Smith et clones de células edicion en .
humanas o CRISPR-Cas9 clonales de HSPC; clave para evaluar
al., 2020 madre y hematopoyétic - - )
. clonales proporcionan datos seguridad de terapias con
progenitoras os (relevante .
" - sobre CRISPR en células
hematopoyéticas para terapias . C o
. frecuencia/ubicacion de hematopoyeéticas.
humanas derivadas HSC para off-targets
de células enfermedades gets.
individuales hematologicas
).
Edicién génica permite
modificar lineas . L
I — La edicién genémica en
Edicion genémica celulares beta para modelos celulares de célula
de modelos de D_|abetes mtroduplr mutaciones o beta es una herramienta
células beta . mellitus en sus correcciones, facilitando ) - .
. Células B- L . i valiosa para investigar
Balboa et pancreéticas ancreaticas principales CRISPR-Cas9 el estudio de la funcién mecanismos de disfuncion
al., 2019 humanas: P formas (tipo 1, beta-celular bajo . y
humanas . . o prueba de hipétesis
problemas, tipo 2 y formas diferentes condiciones P :
S L terapéuticas en diabetes u
posibilidades y monogénicas) de salud/enfermedad, lo otras enfermedades
perspectivas que refuerza la validez

de los modelos
experimentales.

metabodlicas.

Descripcién: Sintesis de los estudios mas relevantes sobre edicion genética de
células madre mediante tecnologias CRISPR-Cas, especificando el tipo celular, la
estrategia molecular empleada y los principales resultados obtenidos. Su analisis
comparativo permite

En conjunto, los articulos analizados coinciden en probar que la tecnologia

CRISPR utilizada en ediciéon genética de células madre, tanto ex vivo como in vivo,

ofrece beneficios significativos clinicamente, con niveles de eficacia sin precedentes,

especialmente en enfermedades monogénicas, y un perfil de seguridad aceptable de

acuerdo con los datos obtenidos. Sin embargo, persisten retos importantes relacionados

con eficiencia de edicién en tejido humano, variabilidad interindividual, riesgos off-target

y accesibilidad de estas tecnologias en paises con recursos limitados.

De esta forma se resalta la importancia de continuar la optimizacion del sistema

con el fin de reducir los riesgos de mutaciones u otros dafos celulares, establecer

protocolos estandarizados y potenciar la practica de la medicina regenerativa

contemporanea y futura.
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Tabla 4: Ventajas y limitaciones de la edicion genética con CRISPR en células

madre.

Ventajas

Limitaciones

Precision genética

Alta especificidad en la
correccion de
mutaciones puntuales;
reducciébn de errores
asociados a técnicas
convencionales.

Riesgo residual de
efectos off-target,
necesidad de

plataformas avanzadas
de deteccidén gendmicay
seguimiento molecular.

Versatilidad para | Requiere marcos
corregir, activar o | regulatorios
. desactivar genes; | actualizados, evaluacion
Potencial al futuro . - - .
tecnologias  derivadas | ética continua y
(prime  editing, base | validacion clinica
editing). prolongada.
Acceso limitado por
Resultados exitosos en | elevado costo e
anemia falciforme, - | infraestructura

Aplicabilidad clinica

talasemia, amiloidosis y
angioedema hereditario.

especializada en paises
de ingresos medios y
bajos.

Aplicacién en células
madre

Generacion de modelos
isogénicos fiables;
restauracion de
fenotipos celulares; uso

Variabilidad en la
eficiencia de edicion
segun el linaje celular,
estado de diferenciacion

en IPSCs, HSCs vy . :

MSCs. y microambiente celular.

Permiten control mas

seguro del proceso; | Procedimientos

edicidn estable antes del | complejos y costosos;
Terapias ex vivo trasplante; éxito | requieren  laboratorios

demostrado en | de certificacion GMP.

enfermedades

hematolégicas.

Terapias in vivo

Administracion directa al
tejido u 6rgano afectado,
potencial para evitar
trasplantes celulares y
procedimientos

Evidencia aun limitada;
desafios en vectores,
nanoparticulas y
distribucion tisular.

Seguridad

invasivos.
Estudios clinicos | Falta de seguimiento a
muestran baja | largo plazo; riesgo de

incidencia de eventos
adversos graves.

inmunogenicidad
Cas9 u

por
otros
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componentes del

sistema CRISPR.
Descripcién: Sintesis de las principales ventajas y limitaciones asociadas al uso de
tecnologias CRISPR en la edicion genética de células madre, considerando aspectos de
precisién, aplicabilidad clinica, seguridad, viabilidad técnica y desafios éticos y regulatorios,
con base en la evidencia analizada

Discusiones

Los continuos avances que la terapia genética presenta transforman la
percepcion de las enfermedades crénicas, desplazando la idea del simple tratamiento
paliativo y generando la posibilidad real de una cura definitiva. La evidencia actual,
desarrollada a partir de ensayos in vivo y ex vivo, no solo evalla la seguridad, sino que
valida la eficacia que existe de la edicién genética en patologias consideradas como
carentes de alternativas terapéuticas. Uno de los hitos mas prometedores es el éxito
gue existe a partir de la terapia exa-cel (Casgevy), estudiada y publicada por Frangoul
et al. (2021). Este avance en particular demuestra que la manipulacion de las células
madre hematopoyéticas ha dejado de ser un simple experimento de laboratorio y se
convierte en una realidad y esperanza de vida para los pacientes que padecen de

anemia falciforme.

Sin embargo, el éxito de estas terapias aun se mantiene en andlisis
principalmente asociada a la metodologia de la entrega. El entorno ex vivo permite
garantizar seguridad al paciente debido a que todos los parametros estan controlados,
la aplicacién in vivo por otro lado todavia presenta grandes retos. Uno de los retos, no
es solo encontrar el mejor vehiculo para la entrega de la maquinaria CRISPR, sino
también en saber y prever la respuesta inmune del huésped. La proteina Cas9 es de
origen bacteriano por lo que puede ser reconocida por el sistema inmune y generar una
respuesta inflamatoria, ademas, de estos retos se suman conocer los niveles de
toxicidad o efectos off-target que se asociarian a las dificultades de la terapia in vivo. Un
ejemplo claro es la edicién in vivo para la amiloidosis, aunque los resultados son

bastante alentadores debido a que existe una reduccion de proteinas patdgenas, la
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precision de entrega sigue siendo un gran obstaculo, ya que la distribucion de la terapia
presenta especificidad limitada, realizandose entregas fuera del tejido hepatico como lo
mencionan Gillmore et al. (2021) y Longhurst et al. (2024). Considerando esto el uso
de nanoparticulas lipidicas (LNPs) podria ser la mejor opcion para la amiloidosis, ya que

tienen un gran tropismo hepético, siendo la mejor manera de entregar la terapia.

En cuanto a la evaluacion de la precision se debe considerar las herramientas
que actualmente se tienen para la edicién genética, es este aspecto Cerna-Chavez et
al. (2024), consideran que existe un desplazamiento de la herramienta Cas9 estandar
hacia nuevos sistemas de Prime editing y Base editing. La primera generacién de
CRISPR era la generacion de cortes de doble cadena y esto a menudo resultaba en
inserciones o deleciones que eran completamente impredecibles. Las herramientas
actuales con el uso de epegRNAs y sistemas de edicion de base permite generar
modelos isogénicos de enfermedades mendelianas con una eficiencia drasticamente
superior y lo mas importante, con un perfil de seguridad epigenética mucho mas estable.
Esto sugiere que futuro de la medicina regenerativa no solo buscar cortar ADN,

principalmente reescribirlo sin comprometer la viabilidad celular a largo plazo.

Asi pues, el uso de células madre pluripotentes inducidas editadas in vitro a mas
de proporcionarnos informacién relevante sobre patologias y de corregir estas
mutaciones especificas, nos permite identificar entre efectos caudados directamente por
alteraciones genéticas y aquellos que pueden darse por motivos ambientales. Este
avance, en la medicina regenerativa abre nuevas puertas (Hendriks et al. 2020), en
cuanto al desarrollo acelerado de farmacos y establece las bases para trasplantes

autélogos que disminuiria el riesgo de rechazo inmunoldgico.
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Conclusiones

En conclusion, la convergencia entre la tecnologia CRISPR y la plasticidad que
tienen las células madre no representa simplemente una mejora técnica, sino un
profundo cambio en la historia de la medicina regenerativa: el paso definitivo de resolver
solo sintomatologia, a la correccién directa de la patologia. La evidencia sistematizada
en esta revision nos permite establecer las nuevas técnicas y el uso actual en la
medicina, sin embargo, el uso de esta dependerd de superar los desafios criticos y
perfeccionar la escritura genémica, estos avances, ademas, permite desarrollar otros

campos como la medicina personalizada.

El éxito en células hematopoyéticas ya es una realidad clinica que cuenta con
terapias aprobadas y probadas para el uso en pacientes, la expansién hacia otros tejidos
depende estrictamente de resolver la especificidad de las nanoparticulas lipidicas o los
vectores virales, ademas, la respuesta inmune a la proteina Cas9. En definitiva, el
avance de la medicina regenerativa ya no se mide en la capacidad de editar, si no en la
precision de hacerlo sin altear la viabilidad de la célula o la estabilidad del genoma a

largo plazo.
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