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Prefacio

El funcionamiento del cuerpo humano y el tratamiento de enfermedades son areas que
me han llamado la atencién desde muy pequeno. Al poder aplicar los conocimientos de
ingenieria para contribuir a la salud de las personas, me interesa poder encontrar soluciones
desde el area genética y celular. Esto, combinado con experiencias personales relacionadas a
dificultades especificas del aprendizaje (DEA), permitieron que surgiera el presente estudio.
El objetivo principal siempre fue y ha sido aumentar el conocimiento acerca de dislexia en
Guatemala.

Antes que nada, quiero agradecer a mi familia. A mi mama y a mi papa, por apoyarme
incondicionalmente y por todo el amor y carifio que siempre me han dado. Sobre todo,
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han ensenado he llegado a donde estoy. Agradezco a mis hermanos, Rodrigo y Emilio, por
todas las experiencias vividas que me han ayudado a buscar ser una mejor persona. A mis
abuelos y el resto de mi familia, por todo el amor que me dan y por marcar mi vida de la
manera mas linda. Este trabajo es para todos ustedes.

Quiero agradecerle especialmente a mi novia, Maria, porque sin ella este trabajo no seria
posible. Gracias por siempre apoyarme, motivarme e inspirarme. En especial, gracias por
revisar el trabajo y por corregirlo para que fuera lo mejor posible. No lo hubiera logrado
sin ti. También, a mis mejores amigos, porque su amistad ha marcado significativamente
mis afos en la universidad y porque son personas espectaculares; ha sido todo un placer
compartir tantas experiencias con ustedes.

Agradezco a la Universidad del Valle por todo el apoyo brindado. Al Ph. D. Diego Archi-
la por ser mi asesor y por compartir conmigo todo su conocimiento, pero mas que nada, por
siempre inspirarme. Al Ing. Esquit y a todo el departamento de Ingenieria Electrénica, Me-
catrénica y Biomédica por su contribucién en todo el proceso del estudio. Al departamento
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pendiente del estudio.

111



Indice

[Prefaciol I
[Lista de figuras| VII
Lista de cuadros| VIII
[Resumen IX
[Abstract] X
i I % 1
2. Antecedentes| 2
B Justificacion 4
4. Objetivos 7
6._Alcancel 9
6. Marco teoricol 10
[6.1. Dificultades especificas del aprendizajel . . . . . . . . . ... ... ... ... 10
B2 Dislexial . . . . o o e 10

[7. Metodologial 11
[7.1. Estudio genético piloto para la optimizacion de la amplificacion gen SNCA, |

[ para ser aplicado en los genes APP v HTT| . . . . . . . .. . ... ..... 11
[r.1.1. Diseno de primers de los genes APP, SNCA vy HTT| . . . ... ... 11

[r.1.2. Validacion de primers wn siltcol . . . . . . . . . . ... 12

(7.1.3. Obtencion de las muestras de salival . . .. ... ... ... ... . 12

[r.1.4. Optimizacion de extraccion de ADN| . . . . ... .. ... ... ... 13

(7.1.5. Medicion de la concentracion de ADN extraidal . . . . ... ... .. 14

[7.1.6. Gel de integridad de extracciones de ADN[. . . . .. ... ... ... 15

[r.1.7. Optimizacion de ensayos PCR| . . . .. ... ... ... ... .... 15

v



[(.2. Administracion dedatos . . . . . . . . .. ..o oo 18
[(.2.1. Recoleccion dedatos . . . . . . ... ... .. ... L. 18

[.2.2. Manejo de la informacion| . . . . . . .. ... oo 18

[7.3. Consideraciones éticas: reclutamiento y consentimiento informado|. . . . . . 18
[7.4. Propuesta de ensayos preclinicos in silico para edicion génica del gen de |

[ susceptibilidad de dislexia KIAAUIIY . . .. . . . . . . . ... .. ..... 19
[7.4.1. Generacion de guias de ARN| . . . . . ... .. ... ... ... 19

[7.4.2. Construccion de plasmido recombinante LentiCRISPRAAVS1 v2| . . 20

[7.4.3. Construccion de plasmido recombinante pAAVS1-DNR-KIAA0319 . 21

8. Resultadosl 22
[8.1. Estudio genético piloto para la optimizacion de la amplificacion gen SNCA, |

[ para ser aplicado en los genes APP v HTT] . . . . . . . .. .. ... .... 22
[8.1.1. Diseno de primers para amplificacion de los genes SNCA, APP v HTT| 22

I8.1.2.  Optimizacion de extraccion de ADN| . . . . . ... ... . ... ... 23

[8.1.3.  Optimizacion de amplificacion del gen SNCA| . . . . . ... ... .. 25

18.1.4. Recomendacion de pasos siguientes para la continuacion del estudio |

[ ogeneticd . . . . . . . e e 30
[8.2. Propuesta de ensayos preclinicos @n silico para edicion génica del gen de |

[ susceptibilidad de dislexia KIAAUITY . . . . . . . . . . . . ... ... 31
821, Guiasde ARNl . . ... ... 31

8.2.2. Plasmido LentiCRISPRAAVST w2 . . . . .. .00 0000 . 32

8.2.3. Plasmido pAAVS1I-DNR-KTAAO0319 . . .. ... .. ... ... ... 33

[9. Discusidnl 35
9.1. Estudio genético piloto para la optimizacion de la amplificacion gen SNCA, |

[ para ser aplicado en los genes APP v HT1] . . . . . . . v v v v 35
19.2. Propuesta de terapia génica n silico para tratamiento de dislexia . . . . . . 38
(10.Procedimiento detallado de pasos futuros para aprobacion de terapia gé- |
[ nica para tratamiento de dislexia 40
[10.1. Experimentacion ¢n vitro|. . . . . . . . . . .o 40
[10.2. Resultados esperados de experimentacion wn vitro| . . . . . . . . . . . .. .. 42
[10.3. Estrategias para futuras investigaciones| . . . . . . . . . .. ... ... ... 43
[10.3.1. Estudios preclinicos| . . . ... ... ... .. ... ... . .. 43

[10.3.2. Ensayos clinicos| . . . . . . . ... oo oo 44
(11.Conclusionesl 45
(12.Recomendaciones| 47
(13.Referencias| 48
[14.Anexos| 53
[14.1. Figuras complementarias de estudio genético piloto para la optimizacion de |

| la_ amplincacion gen S/NCA, para ser aplicado en los genes AP v H171] 53
[14.2. Figuras complementarias de propuesta de terapia génica in silico para trata- |

[ mienfo de dislexial . . . . . . . ... .. e 59
[[4.3. Documentos de bioétical . . . . . . . . . . .. ... 68



Lista de figuras

I1. Gel de integridad de extraccion de ADN a partir de muestras de saliva de |
PACLENTES COM, ALSLETIA] . . o .« « o v v v e v i e e e e e e e e e e e e e 24
2. Amplificacion de los genes APP, SNCA v HTTY. . . . ... .. ... .... 25
B.  Modificacion en la amplificacion de los genes APP, SNCA v HIT)| . . . .. 26
4. Amplificacion del gen SNCA.| . . . . . . . . .. .o Lo 27
b.  Modificacion de la amplificacton del gen SNCA| . . . . . .. ... ... ... 28
6. Gel de integridad y amplificacion del gen SNCA, a partir de muestras de |
salia Yy sangre _ael estudianie Dieqgo Meawna) . . . . . . . . . . ... ... 29
7. Cuantificacion de segmentos en ensayos PCR.|. . . . . . .. ... ... ... 30
8. Plasmido base LentsCRISPR 2. . . . . . . . ... .. .. ... .... 32
19 Plasmido recombinante LentitCRISPRAVVST v2)\ . . . . . . ... ... ... 33
[10.  Plasmado base pAAVST-P-MCS|. . . . . . . . ... ... ..., 34
[11.  Plasmido recombinante pAAVSI-DNR-KIAA0319] . . . . . ... ... ... 34
2. Plasmidos recombinantes en la plataforma Addgene| . . . . . . . ... ... 41
[13.  Imagen de referencia de los resultados esperados de un esayo Western Blot |
(Juwjo et al.,|2014])) . . . . . . .. e 43
14.  Configuracion de la herramienta UCSC In-Silico PCR| . . . . . . . . . ... 53
[15.  PCR wn silico del gen APP| . . . . . . . . . . . . ... ... ... ...... 54
[16.  PCR in silico del gen SNCA|. . . . . . . . . . .. ... . ... .. ..... 54
7. PCR in silico del gen HIT| . . . . . . . . . . . .. . ... ... 55
[18.  Curva estandar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como re- |
sultado_del primer ensayo PCH . . . . . . . . . . . . o o 56
[19.  Curva estandar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como re- |
sultado del sequndo ensayo PCR] . . . . . . . . . . . .. .. ... 57
[20.  Curva estandar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como re- |
sultado del Tercer ensayo PUR] . . . . . . . . . . . . 58
21.  Curva estandar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como re- |
sultado del quinio ensayo PCUR . . . . . . . . . . . .. ... 59
[22. Parametros de quias de ARN en la herramienta CRISPick)| . . . . . . . .. 60
123.

Ingreso de la secuencia de ADN del sitio AAVST en la herramienta CRISPick. 60

R4, Validacion de la secuencia introducida en la herramienta CRISPickl . . . .

VI

60



25.  Obtencion de resultados obtenidos en la herramzenta CRISPickl. . . . . . . 61

[26.  Datos importantes de resultados obtenidos en la herramienta CRISPick) . . 61
[27.  Seleccion de opcion para generar guias de ARN en la herramienta Lenchling.| 61
8 niroduccion de secuencia de ADN del sitio AAVSI en la herramienta Be

chling] . . . . . . . 62

29.  Parametros de quias de ADN en la herramienta Benchling| . . . . . . . .. 62
130.  Regton objetivo de gquias de ADN en la herramienta Genchling) . . . . . . . 62
B1.  Busqueda de la secuencia del plaismido LenttCRISPR v2.). . . . . . ... .. 63
132.  Andlisis de la secuencia del plasmido LenttCRISPR v2.|. . . . . . . ... .. 63
[33.  Definicion de sitios de restriccion en la secuencia del plasmido LentiCRISPR |
C0Z0 e e e e 64
84.  Andlisis de la secuencia completa del plasmido LentiCRISPR v2.) . . . . . . 64
[35.  Obtencion de la secuencia del plasmido LenttCRISPR v2.) . . . . . ... .. 64
[36.  Obtencion de secuencias de segmentos importantes en el plasmido Lenti- |
CRISPR D210 0 0 o 0 o 0 0 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 65

[87.  busqueda de secuencias de segmentos importantes en el plasmido LentiCRISPR |
vZ en ADE] . . ..o e e 65

138.  Creacion de nuevo segmento en la secuencia del plasmido LentiCRISPR v2 |
en ADE] . . . . e e e e e e e e 66

139. Identificacion de segmentos importantes en el plasmido LentiCRISPR v2 en |

[ APE] . . . o e e e e e 66
l40.  Insercion del ARN quia en el plasmido LentitCRISPR v2| . . . . . ... .. 66
41l.  Ubicacion del sitio Safe Harbor AAVSI) . . . . . . .. ... ... ... ... 66
l42.  Secuencia con etiqueta T'SL:1 en el software Ensembl| . . . . . . . ... .. 67
43.  Enzimas de restriccion definidas del plasmido pAAVSI-P-MCS)| . . . . . .. 67
4. Comprobacion de ausencia de sitios de corte en la secuencia del gen KIAA0319.] 67
5. ldentificacion de segmentos tmportantes del plasmido pAAVSI-P-MCS.|. . . 68
k6. Insercion del gen KIAA0319 en el plasmido pAAVSI-P-MCS)|. . . . . ... 68

VII



Lista de cuadros

IL.  Matriz para la recoleccion de datos de las quias de ARN generadas. . . . . . 19
2. Primers disenados para amplificacion de genes APP, SNCA y HTT)| . . .. 23
13. Concentracion y pureza del ADN extraido a partir de las muestras de saliva |
de pacientes con dislexial . . . . . . . . ... ..o 23
4. Concentracion y pureza del ADN extraido a partir de las muestras de saliva |
y sangre del estudiante Dieqo Medind . . . . . . . . . o o o oo 24
b. Volumenes de reactivos utilizados en la amplificacion de los genes APP, HTT |
Y OINCA . . . o o e e e e e e e e e e e e e e e e 26
6. Volumenes modificados de reactivos utilizados en la amplificacion de los genes |
AP, HI'T y SINCA . . . .« . o o o s o e e e e e e s e e e 27
[7. Volumenes modificados de reactivos utilizados en la amplificacion del gen SNCA| 28
8. Secuencias gquia de ARN resultantes del software CRISPick) . . . . . . . .. 31
9. Secuencias quia de ARN resultantes del software Benchling| . . . . . . . .. 32
[10.  Construccion de curva estandar y cuantificacion de pesos moleculares del |
primer ensayo PCR] . . . . . . . . . . L e 56
[L11.  Construccion de curva estandar y cuantificacion de pesos moleculares del |
sequndo ensayo PCR] . . . . . . . . e 57
[12. Construccion de curva estindar y cuantificacion de pesos moleculares del |
tercer_ ensayo PCR] . . . . . . . . . .« . . e e 58
[13.  Construccion de curva estindar y cuantificacion de pesos moleculares del |
quinlo ensayo PUR] . . . . . . . . . i i e i e e e e e 59

VIII



Resumen

La dislexia es un trastorno neuronal caracterizado por la deficiencia en el desarrollo
de la lectura, escritura y habla. Actualmente, es el desorden de aprendizaje mas estudiado
alrededor del mundo, ya que afecta aproximadamente a 1 de cada 10 personas. Por otro
lado, las enfermedades neurodegenerativas son cada vez mas comunes a nivel mundial,
siendo el Alzheimer y el Parkinson las més recurrentes. Se ha establecido que pacientes que
desarrollan algin tipo de demencia tienen alta probabilidad de desarrollar dislexia. Dicha
relacion se establece debido a que en ambos casos se ven afectadas las células neuronales
del sistema nervioso central. Al inicio del estudio, se hipotetizaba que era factible plantear
una relacién entre el desarrollo a temprana edad de la dislexia y la manifestacion futura de
enfermedades neurodegenerativas. Para comprobar lo anterior, se llevdé a cabo un estudio
genético en el que se buscaba amplificar los genes APP (Alzheimer), HTT (Huntington) y
SNCA (Parkinson) del genoma de pacientes con dislexia. Se disefiaron los primers Forward
y Reverse para estos tres genes. Sin embargo, debido a inconvenientes con las muestras
de ADN y con los protocolos utilizados, en el presente estudio, solamente se realizd la
optimizacién de los protocolos para la amplificacién del gen SNCA (Parkinson), para que
en futuras investigaciones puedan concretarse los objetivos planteados.

La terapia génica consiste en el reemplazo de genes que provocan cierta enfermedad. Se
ha utilizado en multiples aplicaciones debido a sus efectos a largo plazo, incluso llegando
a curar a los pacientes. Dado lo anterior y a que actualmente no existe un tratamiento
concreto para dislexia, en el presente estudio se disené una propuesta de terapia génica in
silico para tratar este trastorno. Para esto, se utilizaron las bases de ingenieria genética para
la insercién del gen KIAA0319, el cual es asociado a susceptibilidad para desarrollar dislexia,
mediante la tecnologia CRISPR/Cas9. Se detallé todo el procedimiento necesario para la
implementacién de la estrategia planteada, los resultados esperados y los pasos posteriores
para futuras investigaciones. Es importante notar que antes de llevar dicha propuesta de
terapia a la fase experimental, es necesario determinar que existe una relacion genética entre
la dislexia y las enfermedades neurodegenerativas mencionadas. La terapia génica propuesta
no es un producto terminado, sino el inicio de un campo no estudiado en Guatemala y el
mundo. Por lo tanto, en el presente trabajo, solamente se establecen los posibles pasos a
seguir; sin embargo, su aplicaciéon seria un tema de investigacion y requeriria un anélisis
mas profundo.
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Abstract

Dyslexia is a neural disorder characterized by a deficiency in reading, writing and spea-
king development. Currently, it is the learning disorder most widely studied worldwide,
affecting approximately 1 in 10 people. On the other hand, neurodegenerative diseases are
becoming more and more common around the world, being Alzheimer and Parkinson’s Di-
sease the most recurring. It has been established that patients who develop any type of
dementia have high probability of developing dyslexia. That relation could be explained
because in both cases neuronal cells from the central nervous system are affected. At the
beginning of this study, it was hypothesized that it is feasible to suggest a relation between
the development of dyslexia at an early age and the future manifestation of neurodegene-
rative diseases. In order to verify this, a genetic study was carried out, in which the genes
APP (Alzheimer’s), HT'T (Huntington’s Disease’s), and SNCA (Parkinson’s Disease’s) were
aimed to be amplified and sequenced from the genome of patients with dyslexia. Primers
Forward and Reverse were designed for these three genes. However, due to problems with
the DNA samples and the protocols used, in the present study, it was only feasible to opti-
mize the protocols for the amplification of the SNCA (Parkinson’s) gene, so that in future
research the proposed objectives can be achieved.

Genetic therapy consists in the replacement of genes that cause a certain disease and
has been utilized in multiple applications due to its long term effects, even curating patients
completely. Given the above, and given that currently there is no concrete treatment for
dyslexia, the present study seeks to design a proposal of genetic therapy in silico for the
treatment of this disorder. For this purpose, the genetic engineering concepts will be used to
do the insertion of the gene KIAA0319, that has been associated to susceptibility to deve-
lopment of dyslexia, by means of CRISPR/Cas9 technology. All the necessary procedure for
the implementation of the strategy proposed, the possible results and the posterior steps for
future investigation will be detailed in this work. It is important to note that before taking
this therapy proposal to the experimental phase, it is necessary to determine that there is,
in fact, a genetic relationship between dyslexia and the aforementioned neurodegenerative
diseases. The proposed gene therapy is not a finished product, but rather the beginning of
a field not studied in Guatemala and in the world. Therefore, this work only establishes the
possible steps to follow; however, its application would be a topic of research and would
require a more in-depth analysis.



cAPITULO 1

Introduccidn

Dislexia es una dificultad del aprendizaje que afecta el desarrollo del lenguaje habla-
do, escrito y fonolégico. Diversos estudios han identificado genes, que se han relacionado
con susceptibilidad para la aparicién de este trastorno. Por otro lado, las enfermedades
neurodegenerativas son condiciones en las que los pacientes presentan muerte en las células
cerebrales, lo que provoca que manifiesten dificultades cognitivas, de movimiento y lenguaje.
Se ha determinado que pacientes diagnésticados con algunas enfermedades neurodegenera-
tivas, también pueden desarrollar dislexia. Sin embargo, no existe, en la literatura, una
manifestacién de enfermedades neurodegenerativas posterior a la apariciéon de dislexia.

Dado lo anterior, en el presente estudio se identific6 que tanto dislexia, como enferme-
dades neurodegenerativas, han sido vinculadas con causas genéticas. De la misma manera,
en ambos casos las células afectadas son las neuronas en el sistema nervioso central. Por
tal razon, se hipotetiza que podria existir una relacién genética entre dislexia y las en-
fermedades neurodegenerativas mencionadas. Para esto, se disefiaron los primers in silico
para la amplificacion de los genes APP, SNCA y HTT. El presente trabajo se enfocé en la
optimizacién de la amplificaciéon del gen SNCA (Parkinson). Cabe recalcar que el estudio
no es concluyente y que, si alguien quisiera continuar con el estudio, es necesario afinar la
concentracién de reactivos y protocolos de amplificacion.

Ademas, se busca proponer una estrategia innovadora para el tratamiento de dislexia
desde la perspectiva genética. Para esto, se plantea una idea de terapia génica in silico para
realizar la insercion del gen KIAA0319 en el genoma de estos pacientes. Sin embargo, en es-
ta seccion, solamente se menciona una propuesta, no una terapia completamente formulada.
Adicionalmente, se detalla todo el proceso recomendado para escalar la terapia propuesta,
incluyendo los experimentos que se deberian realizar, los resultados que se podrian esperar
y las consideraciones bioéticas a tomar en cuenta. Dichos pasos son circustanciales y reco-
mendaciones, pero es necesario un andlisis més profundo si se desea llevar la propuesta a
una fase experimental.



CAPITULO 2

Antecedentes

Dislexia es un trastorno neuronal, que se presenta tanto en nifios como en adultos,
caracterizado por la deficiencia en el desarrollo del lenguaje, es decir, dificultades en la
lectura, escritura y habla (Haywitz, 1998). Alrededor del mundo, aproximadamente 1 de
cada 10 personas sufren de este trastorno. De la misma manera, se estima que entre 1
de cada 5 de los estudiantes tienen una dificultad de aprendizaje relacionada al lenguaje,
siendo dislexia la méds comin (Wagner et al., 2020)). Ademés de esto, diversos estudios han
comprobado que esta enfermedad es hereditaria, por lo que los hijos de padres que sufren
de este trastorno tienen alta posibilidad de presentarla también (Haywitz, |1998). Diversos
estudios han relacionado la susceptibilidad de presentar dislexia con mutaciones en los genes
KIAA0319 y DCDC?2 (Schumacher et al., 2007; Newbury et al.,|2011)). Asi mismo, también
se han reportado los genes DYX1C1 y ROBO1 (Nopola-Hemmi et al., 2000).

En Guatemala, lastimosamente, no existen estadisticas de la cantidad de personas con
dislexia y los centros educativos no estan capacitados para la ensefianza a nifios que pre-
sentan dislexia o alguna dificultad de aprendizaje (Escobar, 2019). Por tal razén, existen
diversas instituciones privadas cuyos esfuerzos se centran en resolver las deficiencias en la
educacion especializada que necesitan estos estudiantes. Es importante tomar en cuenta
que en Guatemala los nifios se ven afectados por diversos factores como la salud, nutricion,
escolaridad y nivel de vida, tanto econémico como social, los cuales han sido relacionados
al deterioro de funciones cognitivas (Yount et al., 2009).

Globalmente, las enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson y De-
mencia Frontotemporal, entre otras, son cada vez mas recurrentes. Segun las estadisticas se
estima que para 2050, 1 de cada 6 personas en el mundo serd mayor a los 65 afios, lo que
implica que la poblacién mundial estd envejeciendo a una tasa rapida (Zheng y Chen, 2022]).
Esto se traduce en un incremento proporcional en el riesgo a sufrir una enfermedad neuro-
degenerativa. De igual manera, se estima que para 2050, aproximadamente 36.7 millones de
personas alrededor del planeta desarrollaran demencia, convirtiendo a esta enfermedad en
un tema de alta preocupacion.



Desafortunadamente, en Guatemala tampoco existen estadisticas acerca de la recurren-
cia de desordenes neurodegenerativos en la poblacion, por lo que es dificil conocer la situa-
cién actual en el pais.

Se ha establecido previamente que los pacientes con demencia frontotemporal, que po-
seen genes de susceptibilidad a la dislexia, presentan un déficit de lenguaje conforme su
enfermedad progresa (Paternicé et al., |2015). Sin embargo, no existen estudios que relacio-
nen directamente este trastorno de aprendizaje, en edades tempranas, con el desarrollo de
algtin desorden neurodegenerativo en etapas posteriores.

En los dltimos anos, la ingenieria genética ha sido un pilar importante para el desarrollo
de nuevas terapias que buscan tratar diversas enfermedades. Enfermedades cardiovasculares
(Yla-Herttuala y Martin, 2000), ceguera (Sahel y Roska, 2013), cdncer (Culver y Blaese,
1994) y desérdenes neurolégicos (Simonato et al., [2013) son algunas de las enfermedades
en las que se han realizado estudios utilizando este método. No obstante, ningtin estudio
ha buscado generar una terapia génica para el tratamiento de pacientes con dislexia. El
desarrollo in silico de una terapia génica seria el primer paso para demostrar que ésta
es factible y confiable, de acuerdo a las normas bioéticas, para posteriormente realizar
experimentaciones en lineas celulares, animales y humanos (Roy et al., 2017)). Por tal razén,
en este trabajo se plantea la propuesta para un estudio exploratorio de fase preclinica para
el tratamiento de dislexia. Sin embargo, no es un terapia establecida y si desea llevarse a
fases experimentales, es necesario realizar un andalisis més profundo.



CAPITULO 3

Justificacién

Las enfermedades neurodegenerativas son cada vez méas comunes a nivel mundial. Apro-
ximadamente, 10 millones de personas se ven afectadas por Parkinson (Delamarre y Meiss-
ner, 2017)) y 697 de cada 10,000 personas sufren algun tipo de demencia (Cao et al., 2020).
Lastimosamente, no existe una cura para estos trastornos, por lo que los pacientes in-
evitablemente desarrollan y manifiestan degeneracién cognitiva, e incluso fisica, de forma
progresiva. Por lo tanto, estas enfermedades provocan la muerte de millones de personas
cada afio, teniendo un impacto significativo en el bienestar de los pacientes y familiares, asi
como en el sistema de salud y la sociedad. (Peplow et al., |2022). Aunque estas enfermeda-
des son ampliamente conocidas y estudiadas, aiin no se han determinado con exactitud sus
causas.

El diagnostico de enfermedades neurodegenerativas usualmente se realiza hasta que los
sintomas aparecen, es decir, hasta 20 afios después de que se presenten los primeros cambios
patolégicos en el cerebro (Zheng y Chen, 2022). Cuando los pacientes son diagnosticados,
usualmente es demasiado tarde para proporcionar tratamiento y prevenir la progresiéon de
la enfermedad, ya que pueden encontrarse en una etapa avanzada de la degeneracion. En
Guatemala, adicionalmente a esto, se debe tomar en consideracién que las personas, espe-
cialmente los ninos, se ven expuestos a factores que pueden afectar sus funciones cognitivas.
Enfermedades resultantes de una mala nutricién (Cicconetti et al., 2004), pobreza infantil
y baja escolaridad pueden aumentar el riesgo de desarrollo de enfermedades neurodegene-
rativas a edades avanzadas (Yount et al., [2009)).

Actualmente, algunas de las técnicas de diagndstico de estas enfermedades neuronales se
basan en criterios clinicos, distintas modalidades de imégenes médicas (Hayden et al., |[1986;
Poewe et al., [2017; Petrella et al., 2003|) y biomarcadores (Irwin et al., [2020). Sin embargo,
dependen de cambios fisioldégicos o patologicos para poder ser utilizados. Diversos estudios
han establecido que la identificacién e intervencion temprana, contribuye a que los pacientes
tengan una progresion mas lenta, mejor esperanza de vida, menor impacto en la familia y
un menor costo econémico (Leifer, [2003} Senturk, |2020). Por ello, es de suma importancia
crear métodos que permitan la deteccién temprana de estas enfermedades para iniciar su



tratamiento anticipadamente y asi controlar y ralentizar su progresion.

Algunos estudios muestran que pacientes con Alzheimer desarrollan dislexia fonolégica
(Vliet et al., 2004]) y dislexia superficial como consecuencia a la enfermedad (Coslett y Tur-
keltaub, 2016). Asi mismo, estudios han relacionado el desarrollo de un déficit de lenguaje,
resultado de dislexia, en pacientes que tienen Demencia Frontotemporal (Paternico et al.,
2015)). Sin embargo, no existen estudios que establezcan que personas que presentan disle-
xia a temprana edad sean propensos a desarrollar trastornos cognitivos a largo plazo. Sin
embargo, la dislexia y las enfermedades neurodegenerativas cuentan con dos similitudes. En
primer lugar, ambas se presentan como alteraciones en los circuitos neuronales y en segundo
lugar, ambas poseen factores genéticos que incrementan la propensidad de las personas a
padecerlas. Por ello, la hipétesis de una relacién entre el desarrollo a temprana edad de dis-
lexia y la manifestacion futura de otras enfermedades neurodegenerativas es factible, pero
necesita estudiarse para generar una conclusién.

Los nifios, en el rango de edad entre 6 y 12 afios, poseen la capacidad para razonar
légicamente y muestran pensamiento operacional concreto (Duque et al., 2008). Por lo que,
no deberian presentar dificultades de aprendizaje relacionados a lectura, escritura o calculo.
Por lo tanto, en esta edad se presentan las fases tempranas de la identificacion de dislexia.
Esto significa que el cerebro de los ninos con dislexia ya presenta alteraciones medibles,
las cuales, de tener alguna relaciéon con enfermedades neurodegenerativas, podrian abrir la
puerta al diagnéstico temprano en estas personas. Esto representa una nueva perspectiva
en la prevencion, manejo y deteccion de estas enfermedades.

Antes de realizar una relacién concluyente entre dislexia y las enfermedades neurode-
generativas mencionadas, es necesario llevar a cabo un estudio profundo. En el presente
estudio, se llevd a cabo un piloto para la optimizacién de la amplificacién del gen SNCA.
Atn es necesario afinar los protocolos utilizados para asegurar la correcta amplificacion de
este gen y de los otros genes que se deseaban estudiar. Una vez se logre lo anterior, se puede
proceder a realizar la amplificacién y secuenciacién de los genes APP, HTT y SNCA en
pacientes sanos para determinar la eficiencia del protocolo. Esto permitiria llevar a cabo los
procedimientos en muestras de pacientes con dislexia. De esta manera, se podria ir avan-
zando el estudio para comprobar la hipdtesis planteada, pero es importante completar cada
paso.

Diversos estudios han buscado identificar genes que estén directamente vinculados al
desarrollo de dislexia (Pennington et al., 1991} Fagerheim et al., [1999; Mueller et al., 2014}
Centanni et al., 2016). No se ha logrado establecer un gen especifico que provoque este
trastorno, pero si se han identificado genes de susceptibilidad. Por tal razén, al crear una
terapia génica que busque modificar los genes de susceptibilidad mutados, podria representar
una manera de estudiar a mayor profundidad la genética de la enfermedad e, incluso, ser
un tratamiento para estos pacientes.

La terapia génica consiste en el reemplazo o inactivacién de genes que provocan cierta
enfermedad, lo que permite curarla desde su origen genético. Estas terapias resultan ser
beneficiosas debido a que sus efectos son a largo plazo, incluso llegando a curar a los pacien-
tes. El avance de la ingenieria genética ha permitido la mejora de vectores y de los métodos
utilizados, dando como resultado que esta técnica sea cada vez mas precisa (Naldini, [2015)).
Sin embargo, el éxito también depende del conocimiento de la bioquimica y fisiologia que se



tenga de las células que se buscan tratar. Aplicaciones en células hematopoyéticas (Naldini,
2011)), higado (Mingozzi y High, [2011) y cdncer (Rosenberg y Restifo, 2015), entre otras,
han tenido resultados prometedores. Consecuentemente, la creacién de una terapia génica
que busque modificar los genes que han sido asociados a dislexia seria una opcién viable
para el tratamiento de este trastorno. Para esto, se debe tener en cuenta que existen limi-
taciones debido a las consideraciones bioéticas, por lo que, es necesario cumplir con cada
etapa del proceso asegurando que sea seguro y confiable.

La propuesta in silico de este método seria solamente el primer paso. No obstante, el
hecho de que no se haya realizado con anterioridad representa una oportunidad innovadora
para el tratamiento de dislexia. En Guatemala, la ingenieria biomédica, especialmente en la
rama de ingenieria genética y de tejidos, atin se encuentra en fases iniciales. Debido a esto,
la propuesta de un modelo in silico para tratamiento génico de enfermedades es novedoso y
permite sentar las bases para futuros proyectos. Sin embargo, si se desea llevar la propuesta
generada a fases experimentales, es necesario realizar un mejor andlisis e investigacién de
los pasos y procedimientos que se deberian llevar a cabo. El proceso detallado en el primer
estudio representa solamente una guia general con recomendaciones, no un listado definitivo
de lo que se debe realizar.



cAPITULO 4

Objetivos

Primer objetivo general

Generar una estrategia inicial que permita evaluar la existencia de una relacién a nivel
genético en genes que han sido relacionados con enfermedades neuroldgicas, en el genoma
de pacientes con dislexia, basada en secuenciacin de los mismos por medio de ensayos PCR.

Objetivos especificos

= Reclutar sujetos de prueba, obtener y manejar muestras de saliva para la extraccién
de ADN, siguiendo las normas bioéticas correspondientes en cada etapa de la investi-
gacion.

= Disenar primers que permitan llevar a cabo la amplificacion de los genes APP, HT'T
y SNCA.

= Ejecutar un estudio piloto para la optimizacién de la amplificacién del gen SNCA,
afinando la concentracién de reactivos y protocolos de los ensayos PCR.

Segundo objetivo general

Disenar una propuesta de fase preclinica de terapia génica in silico para el tratamiento
tedrico del trastorno de dislexia desarrollada, mediante el método CRISPR/Cas9.
Objetivos especificos

= Generar y validar una secuencia guia de ARN, para realizar la inserciéon del gen
KIAA0319, empleando las herramientas de Broad Institute GPP y Benchling.



= Proponer el proceso de insercién de la secuencia guia de ARN en el plasmido Lenti-
CRISPR v2.

= Construir in silico un plasmido que contenga el gen KIAA0319.

= Proponer la metodologia detallada del procedimiento a realizar para la insercién hipo-
tética del gen KIAA0319, asi como los resultados esperados y las estrategias siguientes
para futuras investigaciones.



CAPITULO b

Alcance

El presente trabajo consiste en un piloto para poder desarrollar un estudio genético que
evalie si existe una relacién entre el trastorno de dislexia y una manifestaciéon futura de
enfermedades neurodegenerativas. Este disefio de un estudio piloto permite establecer las
bases para futuras investigaciones genéticas mas profundas para aumentar el conocimiento
de dislexia en Guatemala y en el mundo. Es de suma importancia recalcar que los resultados
obtenidos serviran solamente como referencia, no son resultados concluyentes. Es decir, es
necesario optimizar primero la amplificaciéon del gen SNCA, para luego optimizar los genes
de interés APP y HTT, que es lo que se buscaba en el presente estudio. Una vez realizado
lo anterior, se puede proceder a la secuenciacién de dichos genes en pacientes sanos y, luego,
en pacientes con dislexia para la evaluacién de la relacién a nivel genético.

Asi mismo, en el presente trabajo se plantea una propuesta de fase preclinica de una
terapia génica in silico para el tratamiento de dislexia. Para esto, se utiliza el método
CRISPR/Cas9 (siglas en inglés de Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas Regular-
mente Espaciadas) como base para proponer la insercién hipotética del gen KIAA0319 en el
genoma de pacientes diagnosticados con este trastorno. Aunque la propuesta es puramente
tedrica, representa una buena base para generar un tratamiento innovador para dislexia.
Ademas, se facilita el escalamiento del proyecto, ya que se detalla el procedimiento que se
recomienda seguir para los futuros experimentos necesarios. Sin embargo, es importante
recalcar que ésta es solamente una propuesta y que la metodologia planteada es una guia
general, basada en recomendaciones. Si se desea llevar a cabo las fases experimentales de
dicha propuesta, es necesario realizar una investigacién y anélisis profundo.



CAPITULO O

Marco tedrico

6.1. Dificultades especificas del aprendizaje

Las Dificultades specificas del prendizaje (DEA), son un conjunto de alteraciones que
se manifiestan como problemas en las habilidades de habla, lectura, escucha, escritura,
razonamiento o mateméaticas (Jiménez et al., 2009). Estas se deben a una disfuncién cerebral
y pueden presentarse a lo largo del ciclo vital del individuo. Entre las DEA se pueden
encontrar la dislexia, afasia, disfunciones cerebrales minimas, dificultades perceptuales y
lesiones cerebrales (Péez et al., |2013).

6.2. Dislexia

La dislexia es la Dificultad especifica del aprendizaje (DEA) més ampliamente estudiada
y la que presentan la mayoria de los pacientes con problemas de aprendizaje. Se estima que
la dislexia afecta a aproximadamente entre 5 y 17.5% de los ninos que tienen un desorden
neuroconductual (Haywitz, |1998). Actualmente, hay un consenso entre investigadores, que
establece que la dificultad central en dislexia es producto de una deficiencia del moédulo
fonolégico, relacionado en el procesamiento de sonidos (Haywitz, [1998; Siegel, 2006). Sin
embargo, hay diferentes clasificaciones de este trastorno dependiendo de su origen y de los
rasgos caracteristicos que presentan los pacientes.

Algunas de las dificultades cognitivas resultantes de dislexia estan relacionadas a la
memoria del lenguaje, reconocimiento de sonidos del lenguaje y aprendizaje de la fonologia
de las letras y palabras. Consecuentemente, se ve reflejado en problemas de lectura (rasgo
mas conocido), escritura y déficit fonolégico (Siegel, 2006). Lo anterior es producto de una
disfuncién de la red del lenguaje, en el hemisferio izquierdo del cerebro, lo que implica un
desarrollo anormal de materia blanca, asi como, una disminuciéon del 16bulo anterior del
cerebelo derecho (Figura 77 El
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CAPITULO [

Metodologia

7.1. Estudio genético piloto para la optimizaciéon de la ampli-
ficacion gen SNCA, para ser aplicado en los genes APP
y HTT

7.1.1. Disenio de primers de los genes APP, SNCA y HTT

El disefio de los oligonucle6tidos “Forward” y “Reverse” para los genes APP (Alzheimer),
HTT (Huntington) y SNCA (Parkinson), fue realizado utilizando la metodologia aprendida
en miultiples cursos de la Universidad del Valle de Guatemala. Se buscaron las secuencias
de los genes utilizados para el estudio en las plataformas Ensembl (Instituto Europeo de
Bioinformatica) y NIH (National Center for Biotechnology Information). Para cada gen
se identificé la regién codificante de la proteina asociada. Se determinaron secuencias de
una longitud entre 18 a 28 pb que representaran oligonucle6tidos potenciales cercanos a la
regién codificante, tanto anteriores (Forward) como posteriores (Reverse). Se calcularon los
pardmetros % GC utilizando la siguiente férmula:

C+aG

NGC = 7

(1)

C es igual a la cantidad de citocinas en la secuencia; G, a la cantidad de guaninas en la
secuencia; y Lt, a la longitud total de la secuencia.

La temperatura de desnaturalizacién (Tm) se calculé mediante la férmula descrita a
continuacion:
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41 % (G +C —16.4)

Tm = 64.
m = 64.9 + i

Se calculé la temperatura de anillamiento por medio de la férmula siguiente:

Ta=Tm+ /-5 (3)

Las secuencias 6ptimas fueron trasladadas a la plataforma ThermoFisher Scientific El,
buscando “multiple primer analysis” en la barra de busqueda. Se validaron los pardme-
tros calculados anteriormente y se determiné que no existian estructuras secundarias que
pudieran afectar. Las secuencias 6ptimas también fueron validadas en la herramienta Oli-
goAnalyzer Tool (Integrated DNA Technologies: E[) Se escogieron los oligos con las mejores
propiedades para el estudio y se mandaron a pedir a la empresa Macrogen (Humanizing
Genomics [°)).

7.1.2. Validacion de primers in stlico

Se realizé6 un ensayo PCR in silico para validar los primers disefiados. Para esto, se
utilizé el software UCSC In-Silico PCR (University of California Santa Cruz, USA). En la
parte superior de la herramienta, se seleccioné la opcién de genoma humano (Figura [14)).
Luego, se escogi6 la opcion “Dec. 2013 GRCh38/hg38” en la seccién “Assembly”. En el
apartado del objetivo a amplificar, se seleccion6 la opcion “GENCODE Genes”. Por tdltimo,
se introdujeron las secuencias de los primers Forward y Reverse disenados para cada gen

(Figura [14)).

7.1.3. Obtencion de las muestras de saliva

La recoleccién de muestras de saliva se realizé siguiendo el procedimiento planteado por
(Kiichler et al., 2012)), con algunas modificaciones. Es importante recordar que la obtencién
de muestras se llevé a cabo siempre y cuando los participantes hubieran firmando el consen-
timiento informado. Primeramente, se pidi6é a los candidatos tener ayuno de por lo menos
una hora antes de realizar la recoleccién de la muestra. Para cada paciente, se prepard un
tubo cénico con 15 mL de solucién salina y se rotuldé con un cédigo numérico aleatorio.
Se le solicité a cada paciente que se enjuagara la boca con la soluciéon salina, de su tubo
respectivo, durante 1 minuto. Luego de ese tiempo se les invité a que escupieran la soluciéon
salina al tubo y se cerré adecuadamente. Las muestras fueron almacenadas en una hielera y
trasladadas al laboratorio de la Universidad del Valle de Guatemala, donde se almacenaron
a -20 °C.

"https://www.thermofisher.com/gt/en/home.html

Zhttps:/ /www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer? returnurl= %2Fcalc %2Fanalyzer
3https://dna.macrogen.com
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7.1.4. Optimizacion de extraccion de ADN
Protocolo inicial de extraccién de ADN en pacientes con dislexia

Se utilizo la estrategia planteada por (Aidar y Line, |2007) para llevar a cabo la extrac-
cién de ADN a partir de las muestras de saliva obtenidas. Los tubos con las muestras se
descongelaron y centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente en
una centrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania). Se descart6 el sobrenadante en un beaker con
cloro dentro de la campana de extraccion Class II (Labconco, Kansas, USA). Se resuspendié
el precipitado en 1 mL de buffer de lisis [10mM Tris (pH 8.0), 0.5 % SDS, 5mM EDTA]. Se
incubaron las muestras durante la noche en una incubadora Imperial III (Lab-line, Illinois,
USA).

Luego de la incubacién, se agregaron 400 mv de acetato de amonio 10M y se mezclaron
por inversion aproximadamente 20 veces. Se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm durante
15 minutos a temperatura ambiente. Se trasladaron 750 mv de cada muestra a un tubo de
1.5 mL y se agregaron 750 mv de etanol absoluto frio. Se incubaron las muestras durante
20 minutos en un congelador a -20 °C (Frigidaire, Carolina del Norte, USA). Las muestras
se centrifugaron a 12,000 rpm durante 20 minutos a -4 °C. Se descart6 el sobrenadante y
se agregaron 1 mL de etanol al 70 %. Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 15
minutos a -4 °C y se descart6 el sobrenadante cuidadosamente. Se dejaron secar los tubos
en una servilleta de papel durante 25 minutos. El pellet de cada muestra fue resuspendido
en 100 mv de buffer TE [10mM Tris(pH 7.8) y ImM EDTA]. Se almacenaron las muestras
a -20 °C.

Extraccion de ADN de muestras de saliva con kit PureLink Genomic DNA

Primero, se diluyeron el Buffer de Lavado 1 y el Buffer de Lavado 2 con etanol al 100 %
segun las especificaciones del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA). Se preparé la
incubadora Imperial IIT (Lab-line, Illinois, USA) a 55 °C. Se realizé un enjuage bucal con 15
mL de solucién salina durante 60 segundos. En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se
agregaron 20 mv de Proteinasa K y se trasladaron 200 mv de la muestra de saliva. Se mezcld
por medio de pipeteo. Se aniadieron 200 mv de Buffer de Lisis/Ligacion del kit PureLink
Genomic DNA (Invitrogen, USA) y se mezclé por medio de un vortex. Se incub6 la muestra
a 55 °C durante 10 minutos en la incubadora Imperial IIT (Lab-line, Illinois, USA).

Luego, se anadieron 200 mv de etanol al 100 % al tubo y se mezclé por medio de un
vortex. Se prepararon un Tubo de Coleccion con una Columna Spin del kit Purelink Genomic
DNA (Invitrogen, USA) y se agregaron 640 mv del lisado. Se centrifugd la muestra a 12,000
rpm por 1 minuto a temperatura ambiente (25 C) en una centrifuga 5430 R (Eppendorf,
Alemania). Se descarté el Tubo de Coleccién y se traslado la Columna Spin a un nuevo Tubo
de Coleccién. Se agregaron 500 mv de Buffer de Lavado 1 del kit Purelink Genomic DNA
(Invitrogen, USA). La muestra se centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto a temperatura
ambiente en una centrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania). Se descarté el Tubo de Coleccién
y se traslado la Columna Spin a un nuevo Tubo de Coleccién. Se agregaron 500 mv de Buffer
de Lavado 2 del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA).
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La muestra se centrifugd a maxima velocidad durante 3 minuto a temperatura ambiente
en una centrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania). Se descart6 el Tubo de Coleccién y se
traslad6 la Columna Spin a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se agregaron 50 mv de
Buffer de Elucién del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA) y se incub6 la muestra
a temperatura ambiente durante 1 minuto. Se centrifugd la muestra a maxima velocidad
durante 1 minuto a temperatura ambiente en una centrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania).
Se almacenaron las muestras a -20 °C.

Extraccién de ADN de muestras de sangre con kit PureLink Genomic DNA

Primero, se diluyeron el Buffer de Lavado 1 y el Buffer de Lavado 2 con etanol al 100 %
segun las especificaciones del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA). Se preparé la
incubadora Imperial IIT (Lab-line, Illinois, USA) a 55 °C. Un profesional capacitado realizé
la extraccion de sangre en tubos con anticoagulante EDTA. En un tubo de microcentrifuga
de 1.5 mL, se agregaron 200 mv de la muestra de sangre. Se anadieron 20 mv de Proteinasa
K del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA). Se agregaron 20 mv de RNasa A del kit
Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA) y se mezclé por medio de un vortex. Se incubd
la muestra a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se afiadieron 200 mv de Buffer de
Lisis/Ligacion del kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen, USA) y se mezcl6 por medio de
un vortex. Se incubd la muestra a 55 °C durante 10 minutos en la incubadora Imperial 111
(Lab-line, Illinois, USA).

Luego, se anadieron 200 mv de etanol al 100 % al tubo y se mezclé por medio de un
vortex. Se prepararon un Tubo de Coleccion con una Columna Spin del kit Purelink Genomic
DNA (Invitrogen, USA) y se agregaron 640 mv del lisado. Se centrifugd la muestra a 12,000
rpm por 1 minuto a temperatura ambiente (25 °C) en una centrifuga 5430 R (Eppendorf,
Alemania). Se descart6 el Tubo de Coleccion y se traslado la Columna Spin a un nuevo Tubo
de Coleccién. Se agregaron 500 mv de Buffer de Lavado 1 del kit Purelink Genomic DNA
(Invitrogen, USA). La muestra se centrifugé a 12,000 rpm durante 1 minuto a temperatura
ambiente en una centrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania). Se descarté el Tubo de Coleccién
y se traslado la Columna Spin a un nuevo Tubo de Coleccién. Se agregaron 500 mv de Buffer
de Lavado 2 del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA).

La muestra se centrifugd a maxima velocidad durante 3 minuto a temperatura ambiente
en una centrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania). Se descart6é el Tubo de Coleccion y se
trasladé la Columna Spin a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se agregaron 50 mv de
Buffer de Elucién del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, USA) y se incub6 la muestra
a temperatura ambiente durante 1 minuto. Se centrifugd la muestra a maxima velocidad
durante 1 minuto a temperatura ambiente en una centrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania).
Se almacenaron las muestras a -20 °C.

7.1.5. Medicién de la concentracion de ADN extraido

Se midi6 la concentracién de ADN extraido utilizando el espectrofotémetro NanoDrop
One (ThermoFisher Scientific, Massachusets). Primero, se colocaron 2 mv de Buffer de
Elucién en el lente de lectura y se realiz6 la medicién de referencia (blanco). Se colocaron 2
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mv de cada muestra extraida en el lente para llevar a cabo la medicién de las concentraciones.
Todos los datos se registraron en los cuadros respectivos de cada medicién (protocolo inicial
y extraccién con Kkit).

7.1.6. Gel de integridad de extracciones de ADN

Se comprobé la integridad de la extraccion de ADN, tanto del protocolo inicial como
utilizando el kit, mediante un gel de electroforesis. Se prepararon 50 mL de gel 1 %. En un
Erlenmeyer se agregaron 5 mL de buffer TBE 10X y 45 mL de agua ultrapura. Se agregaron
0.5 g de agarosa en polvo y se mezclo. Se disolvié a solucién en el microondas y se dejé
reposar durante 5 minutos aproximadamente o hasta que estuviera frio. Se anadieron 2 mv
de SYBR Green y se mezcl6. Se volcd la solucién en una bandeja de geles y se le colocd
el peine de pozillos. Se dej6 gelificar la soluciéon por 20 minutos. Se transferié el gel a la
camara electroforética y se cubrié con Buffer TBE 1X (buffer de corrida). Se cargaron las
muestras de PCR en cada pozillo y escaleras de referencia, registrando los datos en una
tabla. Se corri6 el gel durante 20 minutos aproximadamente y se procedié a observar el
resultado exponiendo el gel a luz UV.

7.1.7. Optimizacion de ensayos PCR
Estudio de la amplificaciéon de los genes APP, HTT y SNCA

El siguiente procedimiento se realizé para cada muestra de saliva, los calculos fueron
realizados con base en la concentracién final deseada de cada reactivo. En un minitubo de
0.5 mL se agregaron 5 mv de Buffer Gotaq 5X. Se agregaron 0.5 mv de Taq polimerasa 5
unidades/mv, 0.5 mv de dNTP mix 10mM (nucleétidos) y 2.5 mv de MgCl2 25 mM. Se
agregaron 0.5 mv de cada uno de los primers Forward (3 en total) y cada uno de los primers
Reverse (3 en total), respectivamente. Se anadieron 6.93 mv de ADN y 8.57 mv de agua
ultrapura para el caso de la muestra 4291. Dada la concentracién de las otras dos muestras,
se agregaron 8 mv de ADN y 7.5 mv de agua ultrapura para éstas.

Todas las muestras resultantes se colocaron en el termociclador para realizar el ensayo
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa). Se programé el termociclador para que rea-
lizara inicializacién a 95 °C por 10 minutos, desnaturalizacién a 95 °C por 10 s, annealing
a 62 °C por 50 s y extension a 72 °C por 2 minutos. Esta programaciéon se repetié por 45
ciclos y, finalmente, se programé una elongacién a 72 °C por 10 minutos.

Luego, se procedio6 a visualizar la amplificacién de los genes. Para esto, se realizé un gel
de electroforesis. Se prepararon 50 mL de gel 0.8 por ciento. En un Erlenmeyer se agregaron
5 mL de buffer TBE 10X y 45 mL de agua ultrapura. Se agregaron 0.4 g de agarosa en
polvo y se mezcld. Se disolvidé a solucién en el microondas y se dejé reposar durante 5
minutos aproximadamente o hasta que estuviera frio. Se anadieron 2 mv de SYBR Green
y se mezcld. Se voled la solucion en una bandeja de geles y se le coloco el peine de pozillos.
Se dejo gelificar la solucién por 20 minutos. Se transferi6 el gel a la cAmara electroforética y
se cubrié con Buffer TBE 1X (buffer de corrida). Se cargaron las muestras de PCR en cada
pozillo y escaleras de referencia, registrando los datos en una tabla. Se corrié el gel durante
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20 minutos aproximadamente y se procedié a observar el resultado exponiendo el gel a luz
UVv.

Optimizacion de concentraciones de reactivos para la amplificacién de los genes
APP, HTT y SNCA

En la realizacion del segundo ensayo PCR se realizaron modificaciones en las concen-
traciones de finales de los primers Forward y Reverse utilizados en la amplificacién. En un
minitubo de 0.5 mL se agregaron 5 mv de Buffer Gotaq 5X. Se agregaron 0.5 mv de Taq
polimerasa 5 unidades/mv, 0.5 mv de dNTP mix 10mM (nucleétidos) y 2.5 mv de MgCl2
25 mM. Se agregaron 2.5 mv de cada uno de los primers Forward (3 en total) y cada uno de
los primers Reverse (3 en total), respectivamente. Se afiadieron 6.93 mv de ADN y 4.57 mv
de agua ultrapura para el caso de la muestra 4291. Dada la concentraciéon de las otras dos
muestras, se agregaron 8 mv de ADN y 3.5 mv de agua ultrapura para éstas. El resto del
procedimiento, es decir, el programa en el termociclador y el gel de electroforesis, se realizé
exactamente igual que en el primer ensayo PCR.

Estudio de la modificacion de temperatura de anillamiento para la amplificacién
del gen SNCA

En el tercer ensayo PCR se anadieron exactamente los mismos volimenes de reactivos,
ADN vy agua utilizados en el segundo ensayo PCR. Sin embago, solamente se realizd el
procedimiento para amplificar el gen SNCA. Ademas, se modifico el programa de amplifica-
cién. Se programé el termociclador para que realizara inicializaciéon a 95 °C por 10 minutos,
desnaturalizacion a 95 °C por 10 s, annealing a 52 °C por 50 s (modificacién) y extensién a
72 °C por 2 minutos. Esta programacion se repetié por 45 ciclos y, finalmente, se programo
una elongacién a 72 °C por 10 minutos.

Luego, se procedié a visualizar la amplificacién de los genes con un gel de electroforesis
con una modificacién. Se prepararon 50 mL de gel 1.5%. En un Erlenmeyer se agregaron
5 mL de buffer TBE 10X y 45 mL de agua ultrapura. Se agregaron 0.75 g de agarosa en
polvo y se mezcld. Se disolvié a solucion en el microondas y se dejé reposar durante 5
minutos aproximadamente o hasta que estuviera frio. Se anadieron 2 mv de SYBR Green
y se mezcld. Se voled la soluciéon en una bandeja de geles y se le coloco el peine de pozillos.
Se dejé gelificar la solucién por 20 minutos. Se transferi6 el gel a la cAmara electroforética y
se cubrié con Buffer TBE 1X (buffer de corrida). Se cargaron las muestras de PCR en cada
pozillo y escaleras de referencia, registrando los datos en una tabla. Se corrié el gel durante
20 minutos aproximadamente y se procedié a observar el resultado exponiendo el gel a luz
UVv.

Optimizacién de concentraciones de reactivos y protocolo en termociclador para
la amplificacion del gen SNCA

Para el cuarto ensayo PCR, nuevamente se realizé solamente la amplificacion del gen
SNCA. Para este se modificaron las concentraciones de los primers Forward y Reverse. Por
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lo tanto, en un minitubo de 0.5 mL se agregaron 5 mv de Buffer Gotaq 5X. Se agregaron
0.5 mv de Taq polimerasa 5 unidades/mv, 0.5 mv de ANTP mix 10mM (nucleétidos) y 2.5
mv de MgCl2 25 mM. Se agregaron 0.25 mv los primers Forward y de los primers Reverse,
respectivamente. Se afiadieron 6.93 mv de ADN y 8.07 mv de agua ultrapura para el caso
de la muestra 4291. Dada la concentracion de las otras dos muestras, se agregaron 8 mv de
ADN y 7.5 mv de agua ultrapura para éstas.

Ademas, se modificé el programa de amplificacién. Se programoé el termociclador para
que realizara inicializacién a 95 °C por 10 minutos, desnaturalizacion a 96 °C por 15 s, annea-
ling a 53 °C por 50 s (modificacién) y extensién a 72 °C por 2 minutos. Esta programacion se
repetié por 45 ciclos y, finalmente, se programé una elongacién a 72 °C por 10 minutos. El
procedimiento del gel de electroforesis fue exactamente igual que en el tercer ensayo PCR.

Estudio de la amplificacion del gen SNCA a partir de muestras de saliva y
sangre obtenidas con el kit PureLink Genomic DNA

Para el quinto ensayo PCR, nuevamente se realizé solamente la amplificacion del gen
SNCA. Sin embargo, en este caso se utilizaron las muestras de ADN resultantes de la
extraccién de saliva y sangre, obtenidas del segundo procedimiento de extraccién de ADN.
Para este ensayo, se utilizaron las mismas concentraciones de reactivos que al realizar el
cuarto ensayo PCR. El resto del procedimiento fue exactamente igual al llevado a cabo en
el cuarto ensayo PCR.

Cuantificacién de los pesos moleculares de segmentos amplificados en ensayos
PCR

Se utiliz6 el software ImageJ (NIH, USA) para realizar la cuantificacién de los pesos
moleculares. Se abri6 la imagen de cada gen en la herramienta y se recorté de tal forma
que solo se observara el gel. Se gir6 la imagen de manera que los pozillos quedaran en la
parte izquierda de la imagen. Se seleccioné el carril de referencia (escaleras moleculares)
utilizando la opcién Gel Analyzer Options. Luego, se fueron seleccionando cada uno de los
carriles del gel utilizando la misma opcién. una vez marcados todos los carriles, se utilizé la
opcién Plot Lanes para graficar las densidades de color. Se marcaron los picos conocidos de
la grafica de las escaleras moleculares. Asi mismo, se marcaron los picos maximos de cada
uno de los carriles. Utilizando la opciéon Measure, se obtuvieron los datos de las coordenadas
en el eje x de los picos marcados. Con los datos obtenidos, se generaron tablas para cada
gel (Cuadros ver pagina 75). Se construyeron curvas estdndar de pesos
moleculares utilizando las tablas generadas y con las ecuaciones obtenidas de las curvas, se
calcularon los pesos moleculares aproximados de cada segmento amplificado (Figuras

ver pagina 75).
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7.2. Administracion de datos

7.2.1. Recoleccién de datos

Este es un estudio médico que ayudara a entender de una mejor manera la relacién
genética entre el trastorno de dislexia y las enfermedades neurodegenerativas. Se realizé
este estudio porque no existe una relacion directa en la literatura entre estas condiciones.

En el estudio, se utilizdé una computadora en la que se registré la informacién de contacto
de los pacientes, asi como los resultados obtenidos. Ademaés, se conté con un repositorio de
muestras de saliva que fueron mantenidas en un congelador a lo largo del estudio. La infor-
macioén y las muestras de los pacientes fueron utilizadas exclusivamente para este estudio.
Todas las muestras de saliva se descartaron de acuerdo a las normativas de la Universidad
del Valle de Guatemala al finalizar el estudio o si los pacientes decidieran ya no participar.

7.2.2. Manejo de la informacién

Toda la informaciéon y muestras se mantuvieron en un ambiente con acceso limitado y
fueron manejadas tnicamente por el estudiante Diego Medina, para el uso exclusivo en este
estudio. No se guardaron ni manejaron los nombres de los participantes para la identificacién
de las muestras, sino que se les asigné un cédigo numérico aleatorio. De esta manera, el
estudio se llevo a cabo sin conocer la identidad personal de cada paciente y ésta no se reveld
en la publicacién de los resultados.

7.3. Consideraciones éticas: reclutamiento y consentimiento
informado

Se contactaron pacientes dentro de la comunidad de la Universidad del Valle de Guate-
mala por medio de un poster de reclutamiento de voluntarios. Se cit6 a los pacientes en el
laboratorio de Ingenieria Biomédica y se les explicé verbalmente la importancia del estudio,
asi como el procedimiento a llevar a cabo. Se les proporciond un consentimiento informado
para que pudieran leerlo tranquilamente. En el consentimiento informado se establecié que
los pacientes podrian dejar de participar en el estudio en cualquier momento y sus muestras
no serian utilizadas si este es el caso. Aquellos pacientes que aceptaron participar debieron
firmar dicho documento dando su consentimiento.
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7.4. Propuesta de ensayos preclinicos in silico para edicion
génica del gen de susceptibilidad de dislexia KIAA0319

7.4.1. Generacion de guias de ARN

Se realizé la busqueda de la secuencia de ADN del cromosoma 19, GRCh38.p14 en la
Libreria Nacional de Medicina NIH (National Center for Biotechnology Information E[), que
se puede encontrar utilizando el cddigo de acceso NC 000019 o escribiendo el nombre en la
barra de busqueda. La secuencia fue introducida en el software Broad Institute CRISPick
(MA, USA E[) siguiendo los siguientes pasos.

= Dentro de los pardmetros, se escogio la opcién de genoma de referencia “GRCh38”
y se selecciond el mecanismo “CRISPRo”. Asimismo, se eligi la enzima “SpyoCas9”
correspondiente a “Chen (2013)” (Figura [22)).

» En la seccién de secuencia objetivo, se seleccion6 la opcién “Bulk/Advanced targets”
y se introdujeron las primeras 2,000 pb (pares de bases) de la secuencia de ADN del
cromosoma 19 (Figura [23)).

= Se presiond el botén “Validate” en la parte inferior de la pantalla. Al cargar la nueva
pagina, se asegurd que la secuencia introducida fuera valida y se presioné el boton
“Submit” (Figura [24).

= Al cargar la pagina de resultados, se presioné la opcién “Picking results” para descar-
gar las guias de ARN (Figura .

= Los resultados se abrieron utilizando Excel y se buscaron los datos correspondientes
a las columnas “sgARN Cut Position”, “sgARN Sequence”, “PAM Sequence”, “Tar-
get Cut” y “On-Target Efficacy Score” (Figura y se organizaron como se puede
observar a continuacién:

Cuadro 1: Matriz para la recoleccion de datos de las guias de ARN generadas.

Posiciéon de corte Secuencia Secuencia Puntaje de % de
sgRNA sgRNA PAM eficacia especificidad

P1 Guia 1 PAM 1 ES 1 TC 1

P2 Guia 2 PAM 2 ES 2 TC 2

P3 Guia 3 PAM 3 ES 3 TC 3

P4 Guia 4 PAM 4 ES 4 TC 4

P5 Guia 5 PAM 5 ES 5 TC5

Asimismo, se utiliz6 la herramienta Benchlingﬁpara validar las secuencias de ARN guia
obtenidas.

“https://www.ncbi.nlm.nih.gov
Shttps://portals.broadinstitute.org/gppx/crispick/public
Shttps://www.benchling.com
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= Se seleccioné la opcién “+” de la barra principal, luego la opcion “CRISPR” y, por
tltimo, la opcién “CRISPR guides” (Figura [27).

= Al aparecer la ventana emergente, se seleccion6 la opciéon “Raw Bases”, se le colocd
el nombre “AAVS1” y se introdujeron las primeras 2,000 pb (pares de bases) de la
secuencia de ADN del cromosoma 19 (Figura . Se presiond el botén “Next”.

= En la siguiente ventana, se seleccioné la opcién “Single guide” y una longitud de guia
de “20”. Se escogi6 el genoma “GRCm38 EnsemblRelease 102 (Mus musculus)” y el
PAM “NGG (SpCas9, 3 side)” (Figura [29). Se presioné el botén “Finish”.

= Se introdujo una regién objetivo de 1 a 2,000 pb y se presioné el botén “+” (Figura

30).

= Dentro de todas las secuencias generadas, se buscaron las guias de ARN correspon-
dientes a las obtenidas en Broad Institute CRISPick y se organizaron utilizando la
matriz descrita en el Cuadro 1.

Las secuencias obtenidas de ambas herramientas fueron analizadas y comparadas para rea-
lizar la validacion. Utilizando la informacién de eficacia y especificidad, se escogi6 la guia
de ARN 6ptima para ser utilizada en la terapia génica.

7.4.2. Construccién de plasmido recombinante LentiCRISPRAAVS1 v2

Se buscé la secuencia del plasmido LentiCRISPR v2 por Feng Zhang (cédigo de Addgene
#52961) utilizando el software Addgene El y se trasladé a la herramienta ApE para su
construccién siguiendo los siguientes pasos.

= Se escribi6 el nombre del plasmido en la barra de bisqueda y se seleccioné el primer
plasmido resultante dando click en su nombre. En la nueva ventana, se presiond en la
opcién “View all sequences” (Figura [31)).

= En la siguiente pagina, se seleccioné el botén “Analyze sequence” de la primera secuen-
cia parcial mostrada (Figura [32)). Se analizé el mapa de la secuencia y se definieron
los sitios de corte utilizando la enzima de restriccion BsmBI en las posiciones 24 bp y

406 bp (Figura [33).

= Se selecciond el botén “Analyze sequence” para la secuencia completa del plasmido
(Figura y se seleccioné la opcién de secuencia en la barra superior (Figura. Se
copié la secuencia completa y se traslado a la aplicacion de edicién de plasmidos ApE
(M. Wayne Davis ﬁ) descargada con anterioridad.

= Utilizando el software Addgene, se copiaron las secuencias de los componentes princi-
pales del plasmido (marcados con colores), una por una (Figura . En la aplicacién
ApE se seleccioné el botén con una lupa “Find”, de la barra superior y se introdujo
la secuencia copiada; se presioné el botén “Find Next” (Figura . Con la secuencia

"https://www.addgene.org/search/catalog/plasmids/?q=
Shttps://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/

20



seleccionada, se seleccioné la opcidn “Features” en la barra superior y se presioné la
opcién “New Feature” (Figura |38). En la ventana emergente, se colocé el nombre del
segmento y se cambi6 el color para su identificacién (Figura [39)).

= Al tener todos los segmentos importantes, se identificaron también los sitios de corte
de la enzima BsmBI. Se elimind el segmento que se encontraba entre estos sitios de
corte y se insert6 la guia de ARN escogida para la terapia génica, cambiandolé el color
para su identificacién (Figura.

7.4.3. Construcciéon de plasmido recombinante pAAVS1-DNR-KIAA0319

Se escogid la secuencia del plasmido pAAVS1-P-MCS por Knut Woltjen (cédigo de
Addgene #80488) como base para la construccién del pldsmido donante y se trasladé a la
plataforma ApE (M. Wayne Davis) para su modificacién siguiendo los siguientes pasos.

= Se buscé la secuencia del gen KIAA0319 en la base de datos del software Ensembl
(Instituto Europeo de Bioinforméticaﬂ). Se escogid la primera opcion del resultado de
la bisqueda y en la nueva pagina, se seleccioné la primera secuencia “RefSeq Match”
dentro de la tabla de transcritos disponible, que tiene una etiqueta TSL:1 (Figura.
Se copib la secuencia completa del gen KIAA0319 en la aplicacién ApE.

= En el catdlogo de pldsmidos del software Addgene, se buscd un plasmido donante para
el sitio AAVS1 escribiendo “AAVS1 donor” en la barra de busqueda. Se obtuvieron
multiples opciones que fueron analizadas con detenimiento. Se establecié el plasmido
pAAVS1-P-MCS como el 6ptimo para utilizar en la terapia génica (Figura .

= Se comprob6 que los sitios de corte escogidos no provocaran cortes en el gen KIAA0319.
Para esto, se obtuvieron las secuencias de corte de las enzimas de restriccion Spel y
Pacl (Figura . En la aplicacion ApE, se buscé la secuencia de ambas enzimas de
restriccién en la secuencia del gen KIAA0319 copiada con anterioridad. Se presiond
la opcion “Find” de la barra superior, se introdujo la secuencia de las enzimas y se
observé que no se encontraban dentro del gen (Figura .

= Se copid la secuencia completa del plasmido pAAVS1-P-MCS y se trasladé a la apli-
cacién ApE. Se realiz6 el procedimiento utilizado en la construccién del plasmido
LentiCRISPRAAVSI, para la identificaciéon de todos los segmentos importantes de la
secuencia (Figura [45).

= Al tener identificados los sitios de corte, se eliminé el segmento que se encontraba en
el medio y se insert6 la secuencia completa del gen KIAA0319 (Figura .

https://www.ensembl.org/Homo_ sapiens/Info/Index
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CAPITULO 8

Resultados

8.1. Estudio genético piloto para la optimizacién de la ampli-
ficacion gen SNCA, para ser aplicado en los genes APP
y HTT

8.1.1. Diseiio de primers para amplificacion de los genes SNCA, APP y
HTT

Se disenaron seis primers en total, un primer Forward y un primer Reverse para cada
uno de los genes analizados en el estudio. Cabe recordar que el gen APP esta relacionado
a Alzheimer; SNCA, a Parkinson; y HTT, a enfermedad de Huntington. La longitud de los
primers generados es de 20 pb y, solamente los primers APP Forward y HTT Forward,
tienen una longitud de 21 pb (Cuadro . La temperatura (Tm) del primer SNCA Reverse
es la menor (58.7 °C) (Cuadro [2), por lo que el rango de temperatura (Ta) se encuentra °C.
Por otro lado, las temperaturas (Tm) del resto de primers se encontraron por arriba de 60
°C (Cuadro [2). Por ultimo, se puede notar que el ratio de guanina-citosina (%GC) de los
primers se encuentra entre 50 y 57 (Cuadro .
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Cuadro 2: Primers disenados para amplificacion de genes APP, SNCA y HTT.

Primer Secuencia Longitud (pb) Tm (fC) %GC
APP Forward TCAGTTTCCTCGGCAGCGGTA 21 65.7 o7
APP Reverse GCACAGCTGTCAAAAGGCGA 20 62.4 55

SNCA Forward CAAGCCTTCTGCCTTTCCAC 20 61.8 95
SNCA Reverse ~GAAATGTCATGACTGGGCAC 20 58.7 50
HTT Forward ATTCATTGCCCCGGTGCTGAG 21 65.4 o7
HTT Reverse =~ ACAAGGGCGCAGACTTCCAA 20 64.3 55

Para validar los primers disenados, se realizaron ensayos PCR in silico de cada uno de
los genes. En el caso del gen APP, se observé una correcta amplificacién, presentando un
segmento de 2,372 bp (F igura. La amplificacion del gen SNCA en la plataforma, mostrd
un segmento de 658 bp (Figura . Por 1ltimo, se obtuvo la amplificacién de un segmento
de 9,575 bp para el gen HT'T (Figura .

8.1.2. Optimizacién de extracciéon de ADN
Protocolo inicial de extraccion de ADN en pacientes con dislexia

A partir de la medicién en el espectrofotémetro NanoDrop One (ThermoFisher Scien-
tific, Massachusets), se recolectaron los datos de concentracién y los valores de pureza
A260/A280 y A260/A230 de cada una de las muestras. Para la muestra 4291, se obtuvo
la mejor concentracion de ADN, con un valor de 36.1 ng/mv, y una pureza de 1.52 y 0.54
respectivamente (Cuadro . La muestra 2685 fue la que presenté la menor concentracién
de ADN (7.3 ng/mv), sin embargo, la pureza A260/A280 fue la mayor junto con la muestra
9125 (Cuadro . Aunque la muestra 9125 presenté una concentraciéon baja (10.8 ng/mv),
fue la muestra con la mayor pureza A260/A230, con un valor de 0.87 (Cuadro .

Cuadro 3: Concentracion y pureza del ADN extraido a partir de las muestras de saliva de pacientes
con dislexia.

Muestra ~ CORCORETacion 4 oqq/ 4980  A260/A230
(ng/mv)
4291 36.1 1.52 0.54
0125 10.8 1.61 0.87
2685 7.3 1.61 0.51
Promedio 18.06 1.58 0.64
Desv. Est. 15.71 0.05 0.20

Para comprobar que el ADN extraido se encontraba en buenas condiciones, se realizé
una prueba de integridad por medio de un gel de electroforesis. Se observaron bandas claras
de material genético, en las muestras 9125 y 2685, mientras que, las bandas obtenidas a
partir de la muestra 4291, son opacas (Figura. A pesar de lo anterior, las bandas de todas
las muestran se apreciaron en la parte superior del gel realizado (Figura . Es decir, en la
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posicién correspondiente a los segmentos de mayor longitud, de acuerdo a las escaleras de
referencia utilizadas (1 Kb), ubicadas en ambos extremos del gel (Figura Eﬂ)

Figura 1: Gel de integridad de extraccion de ADN a partir de muestras de saliva de pacientes con
dislezia.

Extraccion de ADN de muestras de sangre y saliva con kit PureLink Genomic
DNA

Se midieron, tanto la concentraciéon, como la pureza de las muestras de ADN extraidas
a partir de las muestras de saliva y sangre del estudiante Diego Medina. Las muestras de
sangre fueron las que presentaron los valores mas altos de concentracién de ADN, 37.5 y 60.5
ng/mv respectivamente (Cuadro . La primera muestra de sangre, mostré la mayor pureza
de todas las muestras, especialmente el valor A260/A230 de 2.62. En contraste, la segunda
muestra de saliva presentd la menor pureza, con un valor A260/A230 de 1.38 (Cuadro .

Cuadro 4: Concentracion y pureza del ADN extraido a partir de las muestras de saliva y sangre del
estudiante Diego Medina

Concentracién

Muestra A260/A280 A260/A230
(ng/mv)

Saliva 1 17.4 1.63 2.17
Saliva 2 31.0 1.65 1.38
Sangre 1 37.5 1.74 2.62
Sangre 2 60.5 1.74 2.14

Promedio 36.6 1.69 2.08

Desv. Est. 18.0 0.051 0.51

Al comparar las concentraciones de ADN extraido en el protocolo inicial de pacientes
con dislexia y las muestras extraidas con kit, se puede notar un aumento generalizado. So-
lamente la muestra de saliva 1 presenté concentracién relativamente baja en la extraccion
con kit (Cuadro . Las concentraciones, especialmente las de sangre, fueron mayores a las

'EM se refiere a la escalera molecular de 1 kbp utilizada como referencia. Las muestras 4291 se representan
con un 4; las muestras 9125, con un 9; y las muestras 2685, con un 2.
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observadas en el protocolo inicial (Cuadro [3]). Esto puede comprobarse con el promedio de
la concentracién calculado. De la misma forma, los valores de pureza A260/A280 fueron
mayores en todas las muestras extraidas con kit (Cuadro E[), en comparacién con las extrai-
das en el protocolo inicial (Cuadro [3]). El mismo caso fue observado en los valores de pureza
A260/A230. Lo anterior se confirma al analizar los promedios de los valores de purezas, que
fueron mayores en los dos casos en comparacién con los del protocolo inicial.

8.1.3. Optimizacién de amplificacién del gen SNCA
Estudio de la amplificaciéon de los genes APP, HTT y SNCA

Se realizé un ensayo PCR para amplificar los genes APP (Alzheimer), HTT (Hunting-
ton) y SNCA (Parkinson) y, a continuacion, se llevé a cabo un gel de electroforesis para
observar los resultados. Los volimenes de reactivos utilizados para realizar el ensayo PCR
se registraron en el Cuadro [5l Se observa que las bandas de todas las muestras, se en-
contraron en la misma ubicacién, en la posicién inferior del gel (Fig. . Sin embargo, la
ubicacién de los segmentos sobrepasa la referencia brindada por la escalera utilizada (100
Kb). Adicionalmente, las bandas se notan opacas y borrosas, lo que no permite distinguirlas
correctamente (Figura E[)

4A 9A 2A 4P 9P 2P 4H 9H 2A EM

Figura 2: Amplificacion de los genes APP, SNCA y HT'T.

2EM se refiere a la escalera molecular de 1 kbp utilizada como referencia. Las muestras 4291 se representan
con un 4; las muestras 9125, con un 9; y las muestras 2685, con un 2. Las muestras con el gen A PP amplificado
se representan con una letra A; las muestras con el gen SNCA, con una letra P; y las muestras con el gen
HTT, con una letra H.
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Cuadro 5: Volimenes de reactivos utilizados en la amplificacion de los genes APP, HTT y SNCA

Concentracién Concentracion Factor de Volumen

Reactivos Stock Final Dilucién Final
dANTP Mix 10 mM 0.2 mM 50 0.5 mv
Buffer GoTaq 5X 1X 5 5 mv
MgCl2 25 mM 2.5 mM 10 2.5 mv
Taq Polimerasa 5 u/mv 2.5 u/mv - 0.5 mv
Primer Forward 10 uM 0.2 uM 50 0.5 mv
Primer Reverse 10 uM 0.2 uM 50 0.5 mv

Optimizaciéon de concentraciones de reactivos para la amplificacién de los genes
APP, HTT y SNCA

Debido a los resultados obtenidos del primer ensayo PCR, se repitio el procedimiento con
distintas cantidades de reactivos. Se aumentaron los volimenes de ambos primers a 2.5 mv y
de MgCL2 a 5 mv (Cuadro@. Al realizar el gel de electroforesis, se observé que las bandas se
encontraronn en la misma ubicacion, en la parte inferior, que en el ensayo realizado (Figura
3)). Nuevamente, dicha ubicacion sobrepasé el limite de la escalera molecular de referencia
utilizada (100 Kb). Sin embargo, en este ensayo PCR, se apreciaron bandas claras y bien
marcadas que permiten distinguirlas facilmente (Figura E[)

Figura 3: Modificacion en la amplificacion de los genes APP, SNCA y HT'T.

3EM se refiere a la escalera molecular de 1 kbp utilizada como referencia. Las muestras 4291 se representan
con un 4; las muestras 9125, con un 9; y las muestras 2685, con un 2. Las muestras con el gen A PP amplificado
se representan con una letra A; las muestras con el gen SNCA, con una letra P; y las muestras con el gen
HTT, con una letra H.
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Cuadro 6: Volimenes modificados de reactivos utilizados en la amplificacion de los genes APP, HT'T

y SNCA

Concentracién Concentracion Factor de Volumen

Reactivos stock final dilucién final
dANTP Mix 10 mM 0.2 mM 50 0.5 mv
Buffer GoTaq 5X 1X 5 5 mv
MgCl2 25 mM 5 mM 5 5 mv
Taq Polimerasa 5 u/mv 2.5 u/mv - 0.5 mv
Primer Forward 10 uM 1 uM 10 2.5 mv
Primer Reverse 10 uM 1 uM 10 2.5 mv

Estudio de la modificacién de temperatura de anillamiento para la amplificacion
del gen SNCA

Se evalu6 la amplificacién del gen SNCA de las tres muestras, con modificaciones en
la temperatura de “annealing” del programa de amplificaciéon, por medio de un gel de
electroforesis (Figura E[) Se colocaron escaleras de 1 Kb en ambos extremos del gel para
tener una referencia del tamano de los fragmentos. Se observé que todos los fragmentos
presentaron la misma longitud, ya que estaban ubicados en la misma posicién vertical
(Figura [4)). Dichos resultados son consistentes con los ensayos PCR realizados. Se puede
notar que los segmentos de ADN se encontraron en la parte inferior del gel, nuevamente
sobrepasando la referencia de la escalera.

Figura 4: Amplificacion del gen SNCA.

4EM se refiere a la escalera molecular de 1 kbp utilizada como referencia. Las muestras 4291 se representan
con un 4; las muestras 9125, con un 9; y las muestras 2685, con un 2. Las muestras con el gen SNCA
amplificado se representan con una letra P.
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Optimizacién de concentraciones de reactivos y protocolo en termociclador para
la amplificacion del gen SNCA

Se repitié la amplificacién del gen SNCA, modificando tanto la temperatura y el tiempo
de inicializacién, como la concentracion de los primers utilizados, disminuyendo su volumen
a 0.25 mv (Cuadro @ Se evalué la amplificacién del gen utilizando un gel de electroforesis
(Figura E[) A pesar de las modificaciones, no se observaron segmentos amplificados en el
gel, solamente la escalera de referencia (Figura [5)).

Figura 5: Modificacion de la amplificacion del gen SNCA.

Cuadro 7: Volumenes modificados de reactivos utilizados en la amplificacion del gen SNCA

. Concentracién Concentracion Factor de Volumen
Reactivos

stock final dilucién final
dANTP Mix 10 mM 0.2 mM 50 0.5 mv
Buffer GoTaq 5X 1X 5 5 mv
MgCl12 25 mM 2.5 mM 10 2.5 mv
Taq Polimerasa 5 u/mv 2.5 u/mv - 0.5 mv
Primer Forward 10 uM 0.1 uM 100 0.25 mv
Primer Reverse 10 uM 0.1 uM 100 0.25 mv

Estudio de la amplificacion del gen SNCA a partir de muestras de saliva y
sangre obtenidas con el kit PureLink Genomic DNA

Se realizo la extraccion de ADN a partir de muestras de sangre y de saliva del estudiante
Diego Medina. Esto, se hizo para comprobar si el problema de los ensayos PCR realizados,
eran las muestras utilizadas en el estudio. Se observé que las muestras con el ADN (pozos 1

SEM se refiere a la escalera molecular de 1 kbp utilizada como referencia. Las muestras 4291 se representan
con un 4; las muestras 9125, con un 9; y las muestras 2685, con un 2. Las muestras con el gen SNCA
amplificado se representan con una letra P.
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al 4), se mantuvieron en la parte superior del gel (Figura @E[) Sin embargo, se puede notar
que el ADN de las muestras de sangre (pozos 3 y 4) mostraron bandas mas notorias en com-
paracién con las muestras de saliva (pozos 1 y 2). Por otro lado, los segmentos amplificados
(pozos 1A a 4A) se encuentran ubicados en la parte inferior del gel, aproximadamente en 0.5
kbp. Estas, muestran multiples bandas que no permiten distinguir cual es el tamano exacto
del fragmento (Figura |§[) Para llevar a cabo este ensayo PCR, se utilizaron los volimenes
de reactivos del ensayo realizado con anterioridad (Cuadro E[)

EM 1 2 3 4 NA 1P 2P 3P 4P EM

Figura 6: Gel de integridad y amplificacion del gen SNCA, a partir de muestras de saliva y sangre
del estudiante Diego Medina.

El progreso de la optimizacién de la amplificacion del gen SNCA, se registro en una gra-
fica para su mejor entendimiento (Figura EIE[) Se puede observar que los pesos moleculares
de las bandas del primer ensayo PCR realizado, se encuentran entre 0.5 y 0.7 kpb (Figura
E[). Por otro lado, los pesos moleculares de la optimizacién de los genes APP, HTT y SNCA,
se encuentran entre 0.2 y 0.3 kbp aproximadamente (Figura . Con el tercer ensayo PCR,
donde se buscaba optimizar la amplificacion del gen SNCA, cambiando la temperatura de
anillamiento, los pesos moleculares de las bandas se encontraron entre 0.1 y 0.2 kpb (Figura
E[). Por dltimo, en el dltimo ensayo PCR realizado, los segmentos amplificados muestran
pesos moleculares entre 0.35 y 0.5 kpb aproximadamente (Figura E[)

SEM se refiere a la escalera molecular de 1 kbp utilizada como referencia. Las muestras 1 y 2 son proce-
dentes de saliva; las muestras 3 y 4, de sangre. Las muestras con el gen SNCA amplificado se representan
con una letra P.

"Se muestran los pesos moleculares aproximados de las bandas obtenidas en cada ensyao PCR realizado.
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Figura 7: Cuantificacion de segmentos en ensayos PCR.

8.1.4. Recomendaciéon de pasos siguientes para la continuacion del estudio
genético

A pesar de los avances logrados en la optimizacién de la amplificaciéon del gen SNCA,
aun no se lograron resultados exitosos. Por tal razon, el primer paso para continuar con el
presente estudio es optimizar la amplificacién del gen mencionado. Se propone modificar
las concentraciones de primers Forward y Reverse, aumentando hasta 0.5 uM. Asi mismo,
se sugiere aumentar la concentracién de MgCl2 a 5 mM, debido a que esto funcioné en la
optimizacién de la amplificacién de los genes APP, HTT y SNCA (Cuadro @ ver pagina
42). Las concentraciones de reactivos y el protocolo de amplificacién en el termociclador
deben modificarse hasta que la amplificacién del gen SNCA sea completamente éxitosa.
Esto, permitira llevar a cabo los protocolos establecidos con los otros dos genes de interés.

Una vez se hayan amplificado los genes APP, HTT y SNCA satisfactoriamente, el si-
guiente paso es la secuenciacion de las muestras. Se debe realizar nuevamente el reclutamien-
to de pacientes con dislexia, llevar a cabo la extracciéon de ADN de las muestras y amplificar
los genes con el protocolo optimizado. Luego, los segmentos obtenidos en el gen de elec-
troforesis pueden mandarse a secuenciar a cualquier empresa que ofrezca dicho servicio. Se
propone realizar la secuenciacién con la empresa Macrogen Humanizing Genomics (Setl,
Corea del Sur) debido al bajo precio, buena calidad y rapidez de envio de sus productos.
Los primers utilizados en el presente estudio se adquirieron por medio de esta empresa.
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Por ultimo, al adquirir los resultados de la secuenciacién de las muestras, se deberan
utilizar herramientas bioinformaticas para el analisis de las mismas. Se recomienda utilizar
el método de alineaciéon de secuencias, utilizando el genoma de referencia hg38. Se debe
analizar si existen polimorfismos (SNP) o mutaciones en el segmento secuenciado, es decir,
diferencias entre los genes de los pacientes con dislexia y el genoma de referencia. Para
realizar un estudio mas concreto, se propone reclutar pacientes con las enfermedades neu-
rodegenerativas de interés (Alzheimer, Parkinson y Huntington) y realizar extraccién de
ADN y amplificacién de los genes APP, SNCA y HTT. Secuenciar los segmentos obtenidos
del procedimiento y realizar nuevamente la alineacién de secuencias, utilizando los genes
de pacientes con dislexia y los de pacientes con enfermedades neurodegenerativas. De esta
manera, se puede analizar si las mutaciones encontradas en dislexia, en caso de que hubie-
ran, son las mismas que se manifiestan en estas enfermedades. Es importante recalcar que
el estudio no es concluyente y que es necesario una investigacion su=ficientemente amplia
y profunda para determinar cualquier relacion genética que pudiera existir. Esto, podria
tomar anos y miultiples experimentos para poder tener una conclusion definitiva.

8.2. Propuesta de ensayos preclinicos in silico para edicion
génica del gen de susceptibilidad de dislexia KIAA0319

8.2.1. Guias de ARN

Las secuencias de ARN guias generadas en el software CRISPick, fueron analizadas
de acuerdo a su puntaje de eficacia y porcentaje de especificidad, para determinar la guia
Optima para realizar la terapia. La secuencia 5-AGATAGACCAGACTGAGCTA-3, ubicada
en la posicién 873 pb, presenté el mejor puntaje de eficacia (100 %) (Cuadro[8). As{ mismo,
mostré un porcentaje de especificidad bajo (43 %). Por otro lado, la secuencia con una
posicién de corte en 604 pb, fue la que presenté el menor porcentaje de especificidad (30.2 %),
asf como, un puntaje de eficacia de 75 % (Cuadro [g).

Cuadro 8: Secuencias guia de ARN resultantes del software CRISPick.

Posicién Secuencia Secuencia Puntaje de % de

de corte sgRNA PAM eficacia especificidad
604 CAGTTGAAGCGGCTCCAATT CGG 0.7515 30.2
873 AGATAGACCAGACTGAGCTA TGG 1.042 43.6
702 CAGTTAAAGCGACTCCAATG CGG 0.572 35.1
1237 GCTCCGGAAAGAGCATCCTT GGG 0.7455 61.8
996 GCTCAAAGTGGTCCGGACTC AGG 0.5565 49.8
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Se generaron secuencias de ARN gufas en el software Benchling para validar las se-
cuencias obtenidas anteriormente. En esta herramienta, se encontré que la secuencia 5’-
CAGTTAAAGCGACTCCAATG-3’, ubicada en la posiciéon de corte 702 pb, presenta el
mayor puntaje de eficacia (Cuadro E[) Sin embargo, es la secuencia cuya posicién de cor-
te se encuentra en 873 pb, la que muestra el porcentaje de especificidad menor (51.8 %).
Aunque la secuencia ubicada en 604 pb, mostrd el menor porcentaje de especificidad en
la herramienta CRISPick, se observé una diferencia significativa en el software Benchling

(85.7%) (Cuadro [9).

Cuadro 9: Secuencias guia de ARN resultantes del software Benchling.

Posicién Secuencia Secuencia Puntaje de % de

de corte sgRNA PAM eficacia especificidad
604 CAGTTGAAGCGGCTCCAATT CGG 0.405 85.7
873 AGATAGACCAGACTGAGCTA TGG 0.463 51.8
702 CAGTTAAAGCGACTCCAATG CGG 0.724 81.9
1237 GCTCCGGAAAGAGCATCCTT GGG 0.519 63.7
996 GCTCAAAGTGGTCCGGACTC AGG 0.508 88.4

8.2.2. Plasmido LentiCRISPRAAVS1 v2

La secuencia de ARN guia escogida se insert6 en el plasmido LentiCRISPRAAVS1 v2.
Se observé un disminucion en la longitud del plasmido recombinante (13,026 pb) (Figura@[),
en comparaciéon con el plasmido base (14,380 pb) (Figura . Sin embargo, se puede notar
que el segmento introducido, con el nombre sgARN, se encuentra dentro de la secuencia
del nuevo pldsmido (Figuras |§| y . Ademas, cabe notar que dicho segmento se encuentra
entre los sitios de restriccion BsmBI, escogidos para realizar el corte en el plasmido.

(14,848) SnaBI
(14,507) Spel
4,321) pRS NotI(307)
(14,256) SgrDI
$) AMp-R —__

(13,705) Pvul
(13,557) Fspl

BbwCI (1183)
Alel (1335)

Pacl(1980)
c651 (1984)
Kpnl (1988)

BstBI (2849)

BspDI- Clal(3277)

Swal(3632)

EcoRI (4202
~< Nhel(4208)
Bmtl (4212)

1(4476)
Afel (4483)

(8966) BStEIL
(8848) RsrIX
(8785) BSIWT -
(6774) PAIFT- Tth1111
(8669) BamHI EcoRV (6346)

Figura 8: Plismido base LentiCRISPR v2
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| 13,026 pb

Figura 9: Plismido recombinante LentiCRISPRAVVS1 v2.

8.2.3. Plasmido pAAVS1-DNR-KIAA0319

En el pldsmido construido PAAVS1-DNR-KIAA0319, se observa un aumento en la can-
tidad de pares de bases que lo conforman (12,340 pb) (Figura [L1]), en comparacién con
el plasmido base utilizado (5,504 pb) (Figura . De la misma manera, dicho pldsmido
presenta, dentro de su secuencia, el gen KIAA0319 que fue insertado, cuya longitud es de
6,838 pb (Figuras |11y |46]). Se puede notar que la secuencia del gen se encuentra dentro de
los sitios de restriccién Spel y Pacl, utilizados para realizar los cortes.
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Figura 11: Pldsmido recombinante pAAVSI-DNR-KIAA0319
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cAPITULO 9

Discusién

9.1. Estudio genético piloto para la optimizacién de la ampli-
ficacion gen SNCA, para ser aplicado en los genes APP
y HTT

Durante el proceso de reclutaciéon de sujetos de prueba, se presentaron inconvenientes
para que los padres de familia aceptaran que sus hijos formaran parte del estudio. Por lo
que, a pesar del esfuerzo por contactar multiples centros especializados en intervencién de
dificultades especificas en el aprendizaje (DEA) fue necesario modificar el rango de edad
establecido en un inicio. Al tomar en cuenta a jévenes adultos y adultos, se obtuvieron mues-
tras de 3 participantes. Estas se manejaron siguiendo las normas bioéticas correspondientes
en cada etapa de la investigacion.

El primer paso en el estudio consistié en el disefio de los primers correspondientes para
la amplificacién de los genes SNCA, APP y HTT. Las secuencias con una longitud entre
18 y 24 pares de bases (bp) suelen ser éptimos al momento de llevar a cabo ensayos PCR
(Dieffenbach et al.,[1993). Asi también, los oligonucledtidos con un porcentaje GC entre 50 %
y 60 % y una temperatura (Tm) entre 56 °C y 70 °C presentan un anillamiento eficiente en
el procedimiento (Dieffenbach et al., [1993). Los primers disenados se encuentran dentro
de los rangos aceptables de los distintos pardmetros (Figura . Ademas, de acuerdo a los
ensayos PCR in silico realizados se valido el disefio de los primers y se establecié el tamaifio
esperado de las bandas en la amplificacién de los genes.

Luego, se procedié a optimizar la extraccién de ADN a partir de las muestras de saliva
recolectadas. Las mediciones de la concentracién de ADN y su pureza, llevadas a cabo
utilizando el espectrofotémetro NanoDrop One, comprobaron que el material genético de
las tres muestras fue extraido exitosamente, sin embargo, con una concentraciéon baja. La
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muestra 4291 fue la que presenté la mayor concentracién (36.1 ng/mv), mientras que, se
obtuvieron concentraciones bajas en las otras dos muestras (9125 y 2685), 10.8 ng/mv y 7.3
ng/mv respectivamente (Cuadro. Un valor de aproximadamente 1.8 de la tasa A260/A280
representa que el ADN es aceptablemente puro. Si el valor de dicha tasa es menor a 1.6 puede
que se encuentren proteinas y otras moléculas contaminantes dentro de la muestra (Lucena-
Aguilar et al., 2016). Los valores A260/A280 de las muestras 9125 y 2685 se encuentran
dentro del rango aceptable. Por otro lado, la muestra 4291 present6 un valor ligeramente por
debajo del limite aceptable en este indicador. Debido a que dicho valor se encuentra cercano
al limite se determiné que es suficientemente puro para ser utilizado en los procedimientos
posteriores.

La tasa A260/A230 se utiliza como un indicador secundario de pureza. El rango normal
o aceptable para este valor se encuentra entre 2.0 y 2.2 (Lucena-Aguilar et al., [2016).
Para todas las muestras, el valor A260/A230 se encontraron por debajo del limite, por
lo que se puede decir que la calidad del ADN es significativamente mala (Cuadro . A
pesar de lo anterior, este indicador puede ser erréneo por su inestabilidad cuando se utiliza
un buffer de eluciéon para disolver el ADN (Lucena-Aguilar et al., [2016). Dado que en
el procedimiento se utilizé6 un buffer TE para resuspender las muestras es coherente que
los valores obtenidos de dicha tasa no sean confiables. Por tal razon, se establecié que las
muestras son lo suficientemente puras para ser utilizadas. Esto, ademaés, puede comprobarse
con los resultados de la prueba de integridad. Los segmentos de ADN de todas las muestras
se ubicaron en la parte superior del gel, es decir que no migraron a través de este (Figura
. Esto se explica debido a que la cadena principal del ADN esta cargada negativamente,
gracias a su grupo fosfato, lo que lo ayuda a migrar por el gel. A medida que el segmento es
més grande, también es mds pesado, es decir, que se traslada una menor distancia (Lee et
al., [2012). Las muestras contienen el ADN completo de los sujetos, por lo tanto se esperaba
observar que éstos no migraran y se mantuvieran en la parte superior del gel.

Dado que las muestras de ADN eran suficientemente aptas para el procedimiento se
procedié a realizar un ensayo PCR que buscaba la amplificacién de los genes APP (Alzhei-
mer), HTT (Huntington) y SNCA (Parkinson). Al correr el gel de electroforesis se observé
que todos los segmentos amplificados se encontraban en la misma posicion, pero las bandas
eran borrosas y opacas (Figura . Debido a esto se determiné que el ensayo PCR no se
habia realizado correctamente. Es importante recalcar que las concentraciones de reactivos
utilizadas son condiciones que funcionan para una gran variedad de ensayos PCR, pero no
funcionan en todos los casos. Consecuentemente, el proceso puede optimizarse cambiando
dichas concentraciones para obtener los resultados deseados (Saiki, 1989). En este caso, se
determiné que debia modificarse la concentracién de los primers y de cloruro de magnesio.
Al realizar la segunda amplificacién, se observaron las bandas claras y brillantes en el gel
(Figura , lo que afirma que las concentraciones fueron modificadas correctamente. Sin
embargo, los genes amplificados tienen diferentes longitudes: APP (2.5 kbp), HTT (9.6
kbp) y SNCA (700 bp). Por lo tanto, se esperaba que las bandas de los distintos genes se
ubicaran en posiciones diferentes dentro del gel (Lee et al.,|2012). Al cuantificar los segmen-
tos amplificados en este ensayo PCR se obtuvieron pesos moleculares entre 0.15 y 0.3 kpb,
lo que representa una disminucién en comparacién con los obtenidos en el primer ensayo
PCR (Figura @ Dichos valores estan sumamente alejados de las longitudes de los genes
estudiados. De acuerdo al resultado obtenido, se establecié que la amplificacion de los genes
no se llevé a cabo de forma correcta. El resutado fallido pudo deberse a que la temperatura
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de anillamiento era més alta que el requerimiento del primer Reverse para el gen SNCA.
Cuando esta temperatura no se encuentra cercana al requerimiento de los primers se pueden
formar productos no especificos (Rychlik et al., [1990)). Por tal razon, se repiti6 el ensayo
PCR modificando la temperatura de anillamiento en el termociclador.

En el tercer ensayo PCR se obtuvieron resultados similares a los observados anterior-
mente, con respecto a la ubicacién de los segmentos amplificados (Figura . Esto se puede
comprobar en la cuantificacién de los pesos moleculares, donde se observé que los segmentos
presentaron una longitud cercana a la obtenida en el ensyao PCR realizado anteriormente
(Figura. Los pesos moleculares atn se encontraron lejanos al peso molecular del gen SN-
CA. Dado el resultado se establecié que la temperatura de anillamiento no era la razén de la
incorrecta amplificacion de los genes. Se hipotetizd que la temperatura de desnaturalizacién
y las concentraciones de los primers podian estar afectando en el proceso. Si la tempera-
tura de desnaturalizacion no es la adecuada, el ADN no se deshibridiza y no permite que
los primers se adhieran para llevar a cabo la amplificacién (Rychlik et al., [1990). Por lo
tanto, se realizaron las modificaciones correspondientes y se repitié el ensayo PCR. No se
observaron segmentos en el gel de electroforesis al llevar a cabo el cuarto ensayo PCR, es
decir, que no hubo amplificacién en absoluto (Figura . Se establecié que la temperatura
de desnaturalizacién y la concentracion de los primers no fueron la causa de la incorrecta
amplificacién en los ensayos anteriores.

Es comin que los ensayos PCR estén expuestos a sustancias inhibidoras que resulten
en datos falsos positivos (Schrader et al., 2012). Es por esto que se hipotetizé que el ADN
extraido de las muestras de los pacientes con dislexia contenia sustancias contaminantes
que provocaban la inhibicién de la amplificacién. Para comprobar dicha hipétesis se realizé
extracciéon de ADN a partir de muestras de saliva y sangre del estudiante Diego Medina,
por medio del kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen, USA). En general, la concentracién
y pureza del ADN resultante fue mayor en comparacién con las muestras de pacientes
con dislexia (Cuadro 3]y . Cabe notar que las muestras de sangre presentaron mejores
resultados que las muestras de saliva (Cuadro . De la misma forma, al realizar la prueba
de integridad se observaron segmentos mas distintivos en las muestras de sangre (Figura@.
Dichos resultados permiten establecer que la extraccién de ADN a partir de las muestras
de saliva, proporcionadas por pacientes con dislexia, no fue exitosa como se pensaba y que
debe optimizarse utilizando un kit especifico para este propodsito. Ademas, aunque es mas
invasivo para los pacientes, el procedimiento puede mejorarse al utilizar muestras de sangre.

Al realizar la amplificacién del gen SNCA, utilizando las muestras de ADN extraidas
del estudiante Diego Medina, se observaron bandas brillantes ubicados aproximadamente
en 0.5 kbp (Figura@. Al cuantificar los pesos moleculares de los segmentos amplificados se
comprob6 que éstos se encontraron cercanos a 0.5 kbp (Figura @ Por lo tanto, se puede
afirmar que se optimizé ligeramente la amplificacién del gen SNCA, aunque ain no se
obtuvo el resultado esperado. Sin embargo, las muestras presentan multiples bandas que no
permiten distinguir cudl es el tamafio verdadero del segmento. Esto, probablemente, se debe
a la formacién de dimeros al momento que los primers se adhieren al ADN. Se ha demostrado
que los dimeros inhiben la reaccion PCR provocando la aparicién de bandas falsas en adicién
a la banda original del segmento que se desea amplificar (Bacich et al., 2011)). Es necesario
comprobar que los productos inespecificos son ocasionados por la formacién de dimeros.
Para evitar la aparicion de este fenémeno es necesario realizar la amplificacién del gen con
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modificaciones en la concentracién de los reactivos utilizados y en las temperaturas del
protocolo en el termociclador. De esta manera se podria amplificar exitosamente el gen,
finalmente. Dada la mejora en los resultados se comprobd que la extracciéon de ADN, a
partir de las muestras de saliva de pacientes con dislexia, no fue realizada éptimamente vy,
por lo tanto, es la causa principal de la incorrecta amplificacién de los genes estudiados.

9.2. Propuesta de terapia génica in stlico para tratamiento
de dislexia

Se logré disenar una propuesta de terapia génica in silico para el tratamiento de dislexia
utilizando el método CRISPR/Cas9. Es importante recordar que se buscaba realizar knock-
in del gen KIAA0319, relacionado con susceptibilidad para desarrollar dislexia. Para lograr
esto, los pasos que se siguieron fueron: generar secuencias de ARN guia y construccién de
dos plasmidos recombinantes LentiCRISPRAAVSI1 v2 y pAAVS1-DNR-KIAA0319.

En cuanto al primer paso, se determiné la secuencia 5-AGATAGACCAGACTGAGCTA-
3, ubicada en la posicién 873 pb, present6 los mejores porcentajes de eficacia (100 %) y
especificidad (43.6 %) (Cuadro . De la misma manera, el porcentaje de especificidad en-
contrado en la plataforma Benchling es el mejor entre las secuencias (51.8 %), sin embargo,
el puntaje de eficacia no corresponde al encontrado en la plataforma CRISPick (Cuadro E[)
A pesar de lo anterior, los pardmetros obtenidos utilizando la plataforma Benchling son si-
milares a los de guias de ARN utilizadas para realizar ingenieria genética en el sitio AAVS1
Mali et al., 2013Natsume et al., [2016Udy y Bradley, 2022l Por esta razén, se estableci6 la
guia de ARN mencionada para llevar a cabo la propuesta de terapia génica in silico para el
tratamiento de dislexia.

La guia de ARN seleccionada se utilizé para construir el plasmido recombinante encarga-
do de realizar el corte en el sitio AAVS1. La regién anterior fue seleccionada debido a que es
un puerto seguro para la insercién de genes, por lo que, ha sido utilizado exitosamente para
la implementacién de expresién génica en lineas celulares Hong et al.,[2017,. La introduccién
de la secuencia se realizé satisfactoriamente al utilizar los sitios de corte de la enzima BsmBI
(Fig. Suplementaria Udy y Bradley, [2022, que se puede notar al comparar los tamaifios
del plasmido base LentiCRISPR v2 y el plasmido recombinante LentiCRISPRAAVSI1 v2
(Fig. ??). Los sitios de restriccién no solo se encuentran en un segmento donde no hay
secuencias importantes, sino que son contrarias y complementarias. Consecuentemente, la
guia de ARN puede insertarse en la direccién deseada, evitando problemas de lectura al mo-
mento de llevar a cabo el proceso de CRISPR/Cas9 Janscak et al.,|1999. Adicionalmente, se
puede notar que el plasmido recombinante contiene todos los componentes esenciales: origen
de replicacion (ori); marcadores de seleccion, en este caso genes de resistencia a ampicilina,
puromicina y bleomicina; expresién de la endonucleasa Cas9, necesaria para realizar el cor-
te en la regién deseada utilizando el método CRISPR/Cas9 Zhan et al., 2019.Por lo tanto,
la construccion del plasmido recombinante LentiCRISPRAAVS1 v2 fue efectuada segin lo
esperado.

Ademas de lo anterior, se construyé un plasmido recombinante encargado de la insercién
del gen KIAA0319. Debido a que la modificacién genética utilizaria como base la repara-
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cién homologa del ADN, la seleccién del plasmido base fue de suma importancia, ya que
debia contener los brazos homologos al sitio AAVS1. Estos, son necesarios para asegurar
una mejor especificidad en la ubicacién de la insercién del gen, evitando una traslocacién
aleatoria. La misma estrategia se ha empleado en estudios de expresion transgénica en célu-
las pluripotentes inducidas (iPSC) Oceguera-Yanez et al., 2016| Por esta razén, el plasmido
pAAVS1-P-MCS por Knut Woltjen (Addgene #80488) es el adecuado para la recombina-
cién. Se identificaron sitios de corte utilizando las enzimas Spel y Pacl, que asi como en el
plasmido anterior, permiten que el gen pueda introducirse en la direccién deseada. Se puede
apreciar, que el gen KIAA0319, relacionado con susceptibilidad para dislexia, se inserté
adecuadamente en la posicién entre los dos brazos homodlogos (Figura. Dado lo anterior,
se demostrd que la propuesta de una terapia génica in silico para el tratamiento de dislexia
fue realizada eficazmente y que, por lo tanto, es una opcién viable para generar un nuevo
método para ayudar a las personas que la presentan.

Como resultado de la construccion de plasmidos recombinantes, se cuenta con los compo-
nentes basicos necesarios para el disefio de una nueva terapia génica Food y Administration,
2022, Por lo tanto, lo propuesto en el presente estudio es valido bajo el marco regulatorio
establecido por la FDA. Esto, indica que el método de tratamiento de dislexia creado es un
producto listo para escalarse a estudios preclinicos.

Sin embargo, es importante analizar la seguridad de utilizar esta tecnologia para crear
una terapia para el tratamiento de dislexia. Actualmente, alrededor del mundo, se estan
realizando miiltiples terapias para tratar una diversidad de enfermedades. El tinico problema
es que solamente una ha sido aprobada por entes reguladores para ser utilizada en el mercado
Wilkinson, [2023] Esto se debe a que se trata de un procedimiento complejo y delicado, que
presenta algunas desvantajas. Entre éstas se puede encontrar la probabilidad de introducir el
gen en un segmento no deseado, respuestas inmunolégicas o la dificultad de distribucién del
sistema Cas 9 en ambientes in vivo Ghorui y Baksi, [2023]. en el que se deben realizar estudios
que aseguren el bienestar de los pacientes, es decir, es de suma importancia cumplir con
las normas bioéticas. Debido a esto, el proceso de aprobacién para que una terapia génica
pueda llegar al mercado puede llevar décadas. Dado lo mencionado anteriormente, vale la
pena evaluar la factibilidad de realizar la terapia utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9.
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capituLo 10

Procedimiento detallado de pasos futuros para aprobacién de terapia
génica para tratamiento de dislexia

10.1. Experimentacion in vitro

En el presente estudio se planted una terapia génica para el tratamiento de dislexia com-
pletamente in silico. Es decir, que lo propuesto es puramente la teoria de cémo funcionaria
dicha estrategia, lo que en otras palabras se conoce como el disenio del producto. Como
se mencioné anteriormente, todo lo realizado se encuentra bajo el marco regulatorio de la
FDA. A continuacién, se detallara el procedimiento propuesto para que el proyecto pueda
escalarse a etapas mas avanzadas.

El primer paso que debe realizarse es la transformacién bacteriana con el objetivo de
crecer una gran cantidad de plasmidos. La razén por la que esta fase se lleva a cabo en
bacterias es porque su ciclo de divisiéon celular tiene una duracién de aproximadamente 20
minutos, lo que es significativamente menor que el de una célula eucariota que dura hasta
24 horas (Alberts, 2017). Debido a la gran cantidad de estudios realizados en la bacteria
E. Coli, respecto a su genética (Lederberg y Lederberg, [1953), bioquimica (Wang, 2002) y
transformacion (Miller y Nickoloff, [1995)), se propone utilizar dicha bacteria.

Los plasmidos recombinantes fueron agregados y pueden encontrarse en la plataforma
Addgene bajo los niimeros de identificacion #206877 (pAAVS1-DNR-KIAA0319) y #206876
(LentiCRISPRAAVS1 v2) (Figura. Esto facilita el proceso, ya que solamente tienen que
ordenarse los plasmidos en la pagina y no construirlos en el laboratorio, lo que conlleva
una serie de pasos que podrian influir tanto en la duracién como en los resultados del
estudio. Toda vez ya se cuente con los plasmidos es necesario volver competentes a las
bacterias para que éstos puedan introducirse. Para esto se propone emplear el método “heat
shock”, que consiste en un cambio rapido de temperatura, lo que se sugiere que genera una
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disminuciéon de potencial en la membrana facilitando la entrada de ADN (Panja et al.,
2006). Las bacterias con los plasmidos deben cultivarse en placas de agar LB que contengan
los antibiéticos ampicilina o puromicina, que son marcadores de seleccién que permiten
identificar que las bacterias fueron transformadas; asi también, se le debe agregar medio
SOC que contiene glucosa y se ha demostrado que aumenta la eficiencia de transformacién
(Sun et al., 2009).
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Figura 12: Plasmidos recombinantes en la plataforma Addgene.

El paso siguiente seria aislar los plasmidos recombinantes para utilizarse en lineas ce-
lulares humanas. El procedimiento es similar al utilizado para extraccién de ADN descrito
anteriormente en el presente estudio. Existen kits que incluyen todas las soluciones nece-
sarias y que describen la metodologia que debe seguirse. Sin embargo, también se puede
utilizar el protocolo descrito por Ehrt & Schnappinger (2003) (Ehrt y Schnappinger, [2003)).

Las células para realizar la trasfeccion pueden ser compradas de cualquier distribuidor
autorizado de lineas celulares. Cabe recalcar que por la naturaleza del estudio es necesario
utilizar lineas celulares neuronales. Por ejemplo, se podria utilizar una linea de neuroblasto-
ma SH-SY5Y, que ha sido utilizada ampliamente en estudios neuronales (Gordon y Amini,
2021)). Asi mismo, es de suma importancia resaltar que el estudio no puede llevarse a cabo en
lineas celulares embrionarias, inicamente en células somaticas para evitar que el resultado
de la insercién del gen KTAA0319, sea beneficioso o perjudicial, pueda ser heredado (Marte-
llo y Smith, 2014]). El proceso de transfeccion celular puede realizarse por medio de multiples
métodos, sin embargo, en el presente estudio se sugiere emplear uno de los més simples:
electroporacion, que ha sido utilizado éxitosamente en diversos estudios con células mami-
feras (Furuya et al.,2003; Lukas et al.,|1994; Bian et al., 2017). Esta metodologia consiste
en aplicar pulsos eléctricos cortos de alto voltaje provocando cambios en la permeabilidad
de la membrana que pueden ser regulados por la amplitud o duracién de los pulsos (Fus-
Kujawa et al., [2021)). Las células deben cultivarse junto con los plasmidos recombinantes,
aislados previamente, en medio que contenga sulfoxido dimetilo (DMSO), para aumentar la
eficiencia de la transfeccién (Melkonyan et al., 1996) y puromicina (antibidtico), que es el
marcador de seleccién.

Por dltimo, se puede realizar un ensayo Southern Blot, utilizando lineas no trasfectadas
de los mismos pacientes como control. Este tipo de ensayo permite analizar el nimero de
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copias del transgen (Ballester et al., 2004). Sin embargo, es necesario realizar PCR como
complemento para determinar que el gen KIAA0319 fue insertado satisfactoriamente en
las células humanas. Se recomienda secuenciar el gen obtenido de la PCR para comprobar
que se encuentra intacto y no presenta mutaciones. Por otro lado, es valioso realizar un
estudio Western Blot que permite separar proteinas por medio de electroforesis y anticuerpos
(Hnasko y Hnasko, 2015)). Esto permitiria establecer si se estd sintetizando correctamente
o no la proteina que se ve afectada debido a las mutaciones que presentan personas con
dislexia.

10.2. Resultados esperados de experimentacion in vitro

Si la transformacion bacteriana, utilizando los plasmidos recombinantes, es ejecutada
de manera correcta, se deberian observar colonias de bacterias creciendo en las placas de
cultivo. Debido a que los plasmidos contienen el gen de resistencia a amplicilina (marcador
de seleccién), solamente las bacterias que integraron los pldsmidos deberfan ser capaces de
crecer en esas condiciones. Al momento de aislar los plasmidos se debe realizar una me-
dicién de concentracién utilizando un espectrofotémetro. Los valores de pureza obtenidos
de la medicién deberian encontrarse entre el rango aceptable: A260/A280 entre 1.8 a 2.0 y
A260/A230 entre 2.0 a 2.2 (Lucena-Aguilar et al., 2016). Por otro lado, un precedimiento
realizado incorrectamente resultaria en placas de cultivo que no presentan crecimiento bac-
teriano o en valores de pureza fuera del rango aceptable, lo que indica que la muestra esta
contaminada.

Los mismos resultados deben obtenerse al momento de efectuar la transfeccion celular;
solamente las placas que presentan crecimiento celular integraran satisfactoriamente el gen
KIAA0319. Esto se debe a que los plasmidos contienen el gen de resistencia a puromicina
(marcador de seleccién), por lo tanto son las tnicas que pueden sobrevivir en el cultivo
con este antibidtico. Una insercién exitosa del gen deberia mostrar bandas de un tamaifio
de aproximadamente 7 kb en el gel de electroforesis, tanto para el ensayo Southern Blot
como para la PCR, debido a que el gen KIAA0319 tiene una longitud de 6,838 pb. Com-
plementariamente, la secuenciacién del gen insertado debe contener exactamente la misma
secuencia que puede encontrarse en el software Ensembl. Al realizar el alineamiento de
ambas secuencias, no se deberfan observar diferencias en absoluto.

Por ultimo, los resultados al realizar un Western Blot deberian mostrar bandas de la
proteina deseada si se lleva a cabo correctamente. Las bandas mostrardn mayor o menor
intensidad dependiendo de la cantidad de proteina que esté siendo sintetizada. Sin embargo,
el simple hecho de observar una banda clara indicaria que la proteina correcta estd siendo
sintetizada gracias a la insercién del gen KIAA0319 en el genoma de las lineas celulares.
Se puede apreciar en la imagen de referencia un ejemplo de los resultados que se pueden
obtener en un ensayo Western Blot (Figura . En el “eje y” de la grafica, se muestran
distintas proteinas incluyendo el control y en el “eje x”, las lineas celulares de las que fue
extraida la proteina.
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Figura 13: Imagen de referencia de los resultados esperados de un esayo Western Blot (Jujo et al.,
2014)).

10.3. Estrategias para futuras investigaciones

10.3.1. Estudios preclinicos

Segun la normativa de la FDA, luego de realizar la experimentacién in vitro y que el
producto haya sido aprobado, se debe continuar con los estudios preclinicos. Con estos
estudios se busca determinar la dosis Optima de terapia a suministrar a los pacientes, en
este caso, a las células; identificar si existen dosis toxicas de la terapia y establecer una ruta
de administracion segura (Food y Administration, [2022). Por tal razén, en esta seccién se
describirdn una serie de experimentos que se consideran necesarios para la aprobacién del
estudio en etapas mas avanzadas.

Anteriormente, se plantearon los experimentos correspondientes para determinar que la
terapia funcionaria. Sin embargo, es de suma importancia repetir la transfeccion celular
utilizando distintas concentraciones de plasmidos recombinantes. El objetivo de este experi-
mento es determinar cudl es la dosis 6ptima de plasmidos a agregar en un cultivo celular de
un paciente, asi como, establecer si existen dosis que pueden resultar toxicas o dafiinas. Sera
necesario evaluar la cantidad de células que hayan crecido en el cultivo luego de la trans-
feccién, el estado en el que se encuentran, el tiempo de vida una vez hayan incorporado los
plasmidos y la capacidad de sintesis de la proteina deseada.

Una vez establecida la désis optima y las dosis daifiinas, se puede trasladar el estudio
a experimentacién con animales. Es de vital importancia escoger un modelo animal que
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se asemeje a la fisiologia de la condicién que se busca tratar con la terapia génica (Food
y Administration, 2022). Es decir, que el sistema nervioso del modelo animal debe ser lo
mas cercano al del humano y debe presentar las caracteristicas de la dislexia, que en este
caso es una mutacién en el gen KIAA0319. El gen objetivo ya se ha estudiado en ratas y
se ha descubierto que estd relacionado con la migracién de neuronas durante el desarrollo
cerebro-cortical (Peschansky et al., 2010; Adler et al., |2013). Adema&s, se ha descrito la
creacion de ratas transgénicas, mediante el knockdown del gen KIAA0319, que presentan
una expresion disminuida de la proteina (Galaburda, [2022)). Dado lo anterior, se recomienda
utilizar ratas como modelo animal para realizar la continuacién de los estudios preclinicos
de la terapia génica. Se debe evaluar la factibilidad de crear el modelo animal necesario
para la experimentacion o la compra de éste. Asi mismo, se deben tomar en cuenta todas
las normas bioéticas pertinentes para llevar a cabo esta fase del estudio.

10.3.2. Ensayos clinicos

El ultimo paso necesario antes que la terapia génica pueda salir al mercado, es la aproba-
cién de los estudios clinicos. Se debe disear todo este proceso de tal forma que se tomen en
cuenta las medidas de seguridad de la administracién del producto a los pacientes, monito-
reo de la eficiencia y seguridad del tratamiento y darle el seguimiento adecuado a largo plazo
(Food y Administration, [2022)). Esta fase del estudio es la mas complicada e importante,
por lo tanto, debe efectuarse de la manera mas controlada posible.

La seleccion adecuada de la poblacién objetivo para esta fase, contribuye a minimizar
los riesgos potenciales y asegura los mayores beneficios para los pacientes. Por tal razon, se
recomienda establecer que los estudios sean llevados a cabo primero en adultos, especial-
mente aquellos cuya dislexia es grave. Es decir, los que presentan Dislexia de Doble Déficit y
a los que se les dificulta grandemente desempefiarse correctamente, tanto profesionalmente
como académicamente. Es importante mencionar que se debe comprobar que los beneficios
de la terapia sobrepasan los riesgos asociados (Food y Administration, [2022)).

En fases anteriores del estudio, se mencioné que debe establecerse la dosis 6ptima de
plasmidos recombinantes. Sin embargo, se debe reevaluar si ésta es la Optima para los
pacientes. Por lo tanto, basados en la dosis establecida, se debe crear un plan de cantidad y
recurrencia del tratamiento. Asi mismo, es importante generar el plan de gestion de riesgos.
Este, debe tomar en consideracién todos los posibles eventos que podrian dafiar la salud de
los pacientes durante todo el proceso de los estudios clinicos.

Una vez se haya aprobado la fase uno de los estudios clinicos, se puede aumentar la
cantidad de pacientes a los que se les administrard la terapia génica. Por lo tanto, podran
agregarse adolescentes como parte de la poblacién estudiada, antes de incluir nifios. Cuando
el estudio esté mas avanzado, se podra estudiar la terapia en sujetos pediatricos. La apro-
bacién de la terapia en la fase 4 de los estudios clinicos, significara que el producto esta listo
para salir al mercado para ayudar a miles de personas alrededor del mundo. Aunque suena
irreal, ese es el objetivo final de la terapia génica in silico para tratamiento de dislexia que
fue desarrollada en este trabajo.
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capiTuLo 11

Conclusiones

= Se implementé un protocolo estandar de obtencién de muestras para el andlisis de da-
tos humanos en Guatemala. Se formularon cuatro documentos que contienen informa-
cion relacionada a la seguridad del paciente, protecciéon de datos personales, criterios
de reclutamiento-inclusién o exclusiéon y un consentimiento informado. Utilizando este
protocolo, se realizé el reclutamiento de pacientes jovenes adultos y adultos. Ademas,
se obtuvieron y manejaron correctamente las muestras de saliva proporcionadas de
acuerdo a las normas bioéticas correspondientes.

= Se llevé a cabo un estudio piloto para la optimizacién de extraccién de ADN y am-
plificacién del gen SNCA. Una posible causa de los ensayos PCR fallidos fue la baja
concentracién y pureza de las muestras de ADN de los pacientes de dislexia, asi como
la existencia de agentes inhibidores. La presencia de sustancias inhibidoras es comtn al
realizar ensayos PCR y un factor importante que se debe tomar en cuenta al llevarlos
a cabo. Estas generan productos inespecificos que provocan una mala interpretacion
de los resultados. Por esta razén, es necesario optimizar tanto la extraccion de ADN
como la amplificacién de los genes. Se determiné que al realizar la extraccion de ADN
utilizando un kit, especifico para este proposito, permite obtener una mayor concen-
tracion y pureza del mismo, especialmente, si el procedimiento es realizado a partir de
muestras de sangre. Por dltimo, se establecié que la modificacién en la concentracion
de los distintos reactivos empleados y las temperaturas del proceso en el termocicla-
dor, mejora significativamente los resultados de la amplificacion de genes. Esto, se
debe a que al haber una mayor concentraciéon de primers y MgCl2 (cofactor de la
polimerasa), se induce una mayor probabilidad de que éstos sean sintetizados por la
enzima. Sin embargo, ain es necesario optimizar el protocolo de amplificacién para
obtener resultados exitosos que permitan la secuenciacion de las muestras.

= Se disené una terapia génica in silico para el tratamiento teérico de dislexia mediante el
método CRISPR/Cas9. A lo largo del presente trabajo, se detall6 el proceso completo
para desarrollar el producto, utilizando miltiples softwares disponibles. Se generaron
y validaron, en las herramientas Broad Institute GPP y Benchling, cinco secuencias
guia de ARN para realizar knock-in del gen KIAA0319. Al analizar la especificidad
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y la eficacia de las secuencias resultantes, se determiné la secuencia Optima para
llevar a cabo la terapia génica. Esto permitié construir exitosamente dos plasmidos
recombinantes, uno para realizar el corte en el ADN y otro que funciona como donante
para insertar el gen KIAA0319 en el genoma. Los plasmidos cumplen con todos los
requerimientos establecidos por la FDA, por lo que, bajo el marco regulatorio, el
producto disefiado puede ser escalado a estudios preclinicos.

Utilizando el producto disefiado en el estudio, se propuso la metodologia detallada
para realizar el knock-in del gen KIAA0319 en estudios in vitro. Se recomendaron
los pasos que se deben llevar a cabo para generar una gran cantidad de plasmidos
recombinantes por medio de transformacién bacteriana, como efectuar la trasfeccion
celular utilizando lineas neuronales y ensayos que podrian contribuir a determinar la
efectividad y seguridad del tratamiento. También, se describieron los resultados que
podrian esperarse de realizar los experimentos propuestos. Por tltimo, se sugirieron
las estrategias para fases mas avanzadas del estudio, estudios preclinicos y clinicos.
Utilizando los marcos regulatorios de la FDA, se determinaron los pasos a seguir y las
consideraciones que deben tomarse en cuenta en estas fases.
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CAPITULO 12

Recomendaciones

Para futuros estudios, se recomienda realizar la extraccion de ADN utilizando un kit,
ya que estos incluyen los reactivos necesarios y un protocolo estandarizado. Aunque el
procedimiento es mas invasivo, es preferible utilizar muestras de sangre para obtener una
mayor concentraciéon y pureza del ADN extraido. Asimismo, se recomienda optimizar el
proceso de amplificacion de los genes estudiados al modificar la concentraciéon de los primers
y de cloruro de magnesio para evitar la formacién de dimeros. En caso de que no funcione,
se recomienda modificar las temperaturas del protocolo del termociclador, especialmente
la de anillamiento. Por tltimo, no se recomienda realizar la secuenciaciéon de las muestras
hasta que la amplificacién sea totalmente exitosa para evitar resultados erréneos.

Tomando en consideracién que la propuesta in silico es solamente el planteamiento
tedrico de una posible terapia génica que tiene el potencial de tratar dislexia, se proponen
algunas sugerencias para continuar con este estudio. Primeramente, se recomienda investigar
a profundidad las regulaciones y requerimientos especificos para terapias génicas establecidos
por la FDA. Se considera que esto ayudard a tener un mejor entendimiento de los pasos
que se deben llevar a cabo, asi como de experimentos adicionales que podrian ser necesarios
para validar la terapia. Es importante recordar que, aunque se sugirieron experimentos que
se consideran esenciales y sus posibles resultados, al realizar la investigacion, se pueden
encontrar obstaculos y variables inesperadas que podrian influenciar en el proceso. Por lo
tanto, se recomienda utilizar la metodologia planteada en el presente trabajo como guia,
pero realizar cambios de ser necesario.
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cAPTULO 14

Anexos

14.1. Figuras complementarias de estudio genético piloto pa-
ra la optimizaciéon de la amplificacion gen SNCA, para
ser aplicado en los genes APP y HTT

Las siguientes imagenes permiten observar el procedimiento realizado para la validacién
de los primers generados para la amplificacién de los genes estudiados.

UCSC In-Silico PCR

Genome: Assembly: Target: Forward Primer: Reverse Primer:
[Dec. 2013 (GRCh38/hg38) ) [GENCODE Genes v| [ATTCATTGCCCCGGTG(] [ACAAGGGCGCAGACTT | submit
Max Product Size: Min Perfect Match: Min Good Match: Flip Reverse Primer: (J Append to existing PCR result:

Figura 14: Configuracion de la herramienta UCSC In-Silico PCR
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>ENST00000348990.9 APP:1+2372|2372bp |AGTTTCCTCGGCAGCGGTA GCACAGCTGTCAAAAGGCGA
AGTTTCCTCGGCAGCGGTAggcgagagcacgcggaggagcgtgcgcgggg
gccecgggagacggeggeggtggeggegegggcagagcaaggacgcggcg
gatcccactcgcacagcagcgcactcggtgccccgegecagggtcgegatg
ctgccecggtttggcactgctectgetggecgectggacggetcgggeget
ggaggtacccactgatggtaatgctggcctgctggctgaaccccagattg
ccatgttctgtggcagactgaacatgcacatgaatgtccagaatgggaag
tgggattcagatccatcagggaccaaaacctgcattgataccaaggaagg
catcctgcagtattgccaagaagtctaccctgaactgcagatcaccaatg
tggtagaagccaaccaaccagtgaccatccagaactggtgcaagcggggc
cgcaagcagtgcaagacccatccccactttgtgattccctaccgetgett
agttggtgagtttgtaagtgatgcccttctcgttcctgacaagtgcaaat
tcttacaccaggagaggatggatgtttgcgaaactcatcttcactggcac
accgtcgccaaagagacatgcagtgagaagagtaccaacttgcatgacta
cggcatgttgctgccctgeggaattgacaagttccgaggggtagagtttg
tgtgttgcccactggctgaagaaagtgacaatgtggattctgctgatgeg
gaggaggatgactcggatgtctggtggggcggagcagacacagactatge
agatgggagtgaagacaaagtagtagaagtagcagaggaggaagaagtgg
ctgaggtggaagaagaagaagccgatgatgacgaggacgatgaggatggt
gatgaggtagaggaagaggctgaggaaccctacgaagaagccacagagag
aaccaccagcattgccaccaccaccaccaccaccacagagtctgtggaag
aggtggttcgagttcctacaacagcagccagtacccctgatgccgttgac
aagtatctcgagacacctggggatgagaatgaacatgcccatttccagaa
agccaaagagaggcttgaggccaagcaccgagagagaatgtcccaggtca
tgagagaatgggaagaggcagaacgtcaagcaaagaacttgcctaaagct
gataagaaggcagttatccagcatttccaggagaaagtggaatctttgga
acaggaagcagccaacgagagacagcagctggtggagacacacatggcca
gagtggaagccatgctcaatgaccgccgeccgecctggecctggagaactac
atcaccgctctgcaggctgttcctectcggectegtcacgtgttcaatat
gctaaagaagtatgtccgcgcagaacagaaggacagacagcacaccctaa
agcatttcgagcatgtgcgcatggtggatcccaagaaageccgetcagatc
cggtcccaggttatgacacacctccgtgtgatttatgagcgcatgaatca
gtctctctccctgctctacaacgtgectgcagtggccgaggagattcagg
atgaagttgatgagctgcttcagaaagagcaaaactattcagatgacgtc
ttggccaacatgattagtgaaccaaggatcagttacggaaacgatgctct
catgccatctttgaccgaaacgaaaaccaccgtggagctccttccegtga
atggagagttcagcctggacgatctccagecgtggcattcttttggggct
gactctgtgccagccaacacagaaaacgaagttgagcctgttgatgcccg
ccctgctgeccgaccgaggactgaccactcgaccaggttctgggttgacaa
atatcaagacggaggagatctctgaagtgaagatggatgcagaattccga
catgactcaggatatgaagttcatcatcaaaaattggtgttctttgcaga
agatgtgggttcaaacaaaggtgcaatcattggactcatggtgggcggtg
ttgtcatagcgacagtgatcgtcatcaccttggtgatgctgaagaagaaa
cagtacacatccattcatcatggtgtggtggaggttgacgccgectgtcac
cccagaggagcgccacctgtccaagatgcagcagaacggctacgaaaatc
caacctacaagttctttgagcagatgcagaactagacccccgccacagca
gcctctgaagttggacagcaaaaccattgcttcactacccateggtgtcee
atttatagaataatgtgggaagaaacaaacccgttttatgatttactcat
taTCGCCTTTTGACAGCTGTGC

Figura 15: PCR in silico del gen APP

>ENST00000674129.1 SNCA: 290+947 CAAGCC'I'I'CTGCCTTTCCAC GAAATGTCATGACTGGGCAC
CAAGCCTTCTGCCTTTCCACcctcgtgagcggagaactgggagtggcecat
tcgacgacagtgtggtgtaaaggaattcattagccatggatgtattcatg
aaaggactttcaaaggccaaggagggagttgtggctgctgctgagaaaac
caaacagggtgtggcagaagcagcaggaaagacaaaagagggtgttctct
atgtaggctccaaaaccaaggagggagtggtgcatggtgtggcaacagtg
gctgagaagaccaaagagcaagtgacaaatgttggaggagcagtggtgac
gggtgtgacagcagtagcccagaagacagtggagggagcagggagcattg
cagcagccactggctttgtcaaaaaggaccagttgggcaagagctctett
aggaatgaatgctctccagaacctgcagccagcacagaccaaagtcagaa
tgaagaaggagccccacaggaaggaattctggaagatatgectgtggate
ctgacaatgaggcttatgaaatgccttctgaggaagggtatcaagactac
gaacctgaagcctaagaaatatctttgctcccagtttcttgagatctget
gacagatgttccatcctgtacaagtgctcagttccaatGTGCCCAGTCAT
GACATTTC

Figura 16: PCR in silico del gen SNCA
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>ENST! 355072.11 HTT:67+9641 ATTCA'I'I'GCCCCGGTGCTGAG ACAAGGGCGCAGACTTCCAA
ATTCATTGCCCCGGTGCTGAGcggcgccgecgagtcggcccgaggcectccg
gggactgccgtgccgggcgggagaccgccatggcgaccctggaaaagetg
atgaaggccttcgagtccctcaagtccttccagcagcagcagcagcagea
gcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcagcaacageccgecac
cgccgeecgeecgecgecgecgectectcagettecctcagecgecgecgeag
gcacagccgctgetgectcagecgcagecgececccgecgecgeccccgec
gccacccggcccggctgtggctgaggagecgctgcaccgaccaaagaaag
aactttcagctaccaagaaagaccgtgtgaatcattgtctgacaatatgt
gaaaacatagtggcacagtctgtcagaaattctccagaatttcagaaact
tctgggcatcgctatggaactttttctgctgtgcagtgatgacgcagagt
cagatgtcaggatggtggctgacgaatgcctcaacaaagttatcaaagct
ttgatggattctaatcttccaaggttacagctcgagctctataaggaaat
taaaaagaatggtgccccteggagtttgecgtgctgccctgtggaggtttg
ctgagctggctcacctggttcggectcagaaatgcaggccttacctggtg
aaccttctgccgtgcctgactcgaacaagcaagagacccgaagaatcagt
ccaggagaccttggctgcagctgttcccaaaattatggettcttttggea
attttgcaaatgacaatgaaattaaggttttgttaaaggccttcatagcg
aacctgaagtcaagctcccccaccattcggceggacageggetggatcage
agtgagcatctgccagcactcaagaaggacacaatatttctatagttggc
tactaaatgtgctcttaggcttactcgttcctgtcgaggatgaacactcc
actctgctgattcttggcgtgctgctcaccctgaggtatttggtgecctt
gctgcagcagcaggtcaaggacacaagcctgaaaggcagettcggagtga
caaggaaagaaatggaagtctctccttctgcagagcagcttgtccaggtt
tatgaactgacgttacatcatacacagcaccaagaccacaatgttgtgac
cggagccctggagctgttgcagcagctcttcagaacgecctccaccecgage
ttctgcaaaccctgaccgcagtcgggggcattgggcagetcaccgetget
aaggaggagtctggtggccgaagccgtagtgggagtattgtggaacttat
agctggagggggttcctcatgcagecctgtectttcaagaaaacaaaaag
gcaaagtgctcttaggagaagaagaagccttggaggatgactctgaatcg
agatcggatgtcagcagctctgccttaacagcctcagtgaaggatgagat
cagtggagagctggctgcttcttcaggggtttccactccagggtcagceag
gtcatgacatcatcacagaacagccacggtcacagcacacactgcaggeg
gactcagtggatctggccagctgtgacttgacaagctctgccactgatgg
ggatgaggaggatatcttgagccacagctccagccaggtcagegecgtcc
catctgaccctgccatggacctgaatgatgggacccaggecctcgtcgecc
atcagcgacagctcccagaccaccaccgaagggectgattcagetgttac
cccttcagacagttctgaaattgtgttagacggtaccgacaaccagtatt
tgggcctgcagattggacagccccaggatgaagatgaggaagccacaggt
attcttcctgatgaagcctcggaggccttcaggaactcttccatggecct
tcaacaggcacatttattgaaaaacatgagtcactgcaggcagecttctg
acagcagtgttgataaatttgtgttgagagatgaagctactgaaccgggt
gatcaagaaaacaagccttgccgcatcaaaggtgacattggacagtccac
tgatgatgactctgcacctcttgtccattgtgtccgecttttatctgett
cgtttttgctaacagggggaaaaaatgtgctggttccggacagggatgtg
agggtcagcgtgaaggccctggeccctcagectgtgtgggagcagetgtggce
cctccacccggaatctttcttcagcaaactctataaagttcctcttgaca
ccacggaataccctgaggaacagtatgtctcagacatcttgaactacatc
gatcatggagacccacaggttcgaggagccactgccattctctgtgggac
cctcatctgctccatcctcagcaggtcccgettccacgtgggagattgga
tgggcaccattagaaccctcacaggaaatacattttctttggcggattge

Figura 17: PCR in silico del gen HTT

Utilizando los datos extraidos de los geles de electroforesis, se contruyeron las curvas

estdndar y se cuantificaron los pesos moleculares de los ensayos PCR (Cuadros |10} [L1} [12]y
[[). De la misma forma, se generaron graficas de las curvas estandar (Figuras

y 21).

'EM se refiere a la escalera molecular utilizada como referencia, cuyos pesos moleculares ya se conocen.
PM se refiere a Peso Molecular. Utilizando los datos de longitud total del gel y las coordenadas en X obtenidas
de la herramienta ImagelJ, se calcularon los factores de retencién (Rf) de cada muestra. A partir de dichos
valores se construyé la curva estandar de pesos moleculares.
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Cuadro 10: Construccion de curva estandar y cuantificacion de pesos moleculares del primer ensayo

PCR.

. PM
No. Muestra Coorc}l;anada PM(fslt)ar)ldar Rf log PM muestras
P (Kbp)
1 EM 47 20 0.05 1.30
2 EM 424.5 5 0.42 0.70
3 EM 511.5 1.5 0.50 0.18
4 EM 580.5 0.5 0.57 -0.30
5 4A 663.5 0.65 -0.27 0.54
6 9A 675.5 0.66 -0.30 0.50
7 2A 664.5 0.65 -0.27 0.53
8 4P 648.5 0.64 -0.23 0.59
9 9P 656.5 0.64 -0.25 0.56
10 2P 619.5 0.61 -0.15 0.71
11 4H 628.5 0.62 -0.17 0.67
12 9H 617.5 0.61 -0.14 0.72
13 2H 620.5 0.61 -0.15 0.70
14 Fin gel 1020

Curva de peso molecular

log PM
o
Py
3]

y =-2.7602x + 1.5265
R?=0.8737

Rf

Figura 18: Curva estindar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como resultado del
primer ensayo PCR
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Cuadro 11: Construccion de curva estandar y cuantificacion de pesos moleculares del segundo ensayo

PCR.

. PM
No. Muestra Coorc}l;anada PM(fslt)ar)ldar Rf log PM muestras
P (Kbp)
1 EM 27 20 0.03 1.30
2 EM 406.5 5 0.38 0.70
3 EM 518.5 1.5 0.49 0.18
4 EM 589.5 0.5 0.56 -0.30
5 4A 816.5 0.77 -0.65 0.22
6 9A 815.5 0.77 -0.65 0.22
7 2A 847.5 0.80 -0.73 0.19
8 4p 782.5 0.74 -0.56 0.27
9 9P 782.5 0.74 -0.56 0.27
10 2P 811.5 0.77 -0.64 0.23
11 4H 821.5 0.78 -0.67 0.22
12 9H 821.5 0.78 -0.67 0.22
13 2H 826.5 0.78 -0.68 0.21
14 Fin gel 1060

Curva de peso molecular

log PM
o
Py
3]

y=-2.756x +1.4707
R?=0.8938

Rf

Figura 19: Curva estindar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como resultado del
sequndo ensayo PCR.
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Cuadro 12: Construccion de curva estandar y cuantificacion de pesos moleculares del tercer ensayo

PCR.

, PM
No. Muestra Coor(;fnada PM (f{slfa;ldar Rf log PM muestras
P (Kbp)
1 EM 101 20 0.10 1.30
2 EM 262.5 5 0.25 0.70
3 EM 417.5 1.5 0.40 0.18
4 EM 482.5 0.5 0.46 -0.30
) 4P 622.5 0.60 -0.76 0.17
6 9P 609.5 0.58 -0.71 0.20
7 2P 631.5 0.60 -0.80 0.16
8 4P 604.5 0.58 -0.69 0.21
9 Fin gel 1044

Curva de peso molecular

log PM
o
Y
3}

y=-4.1842x + 1.7347
0.20 R?=0.9827

Rf

Figura 20: Curva estdndar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como resultado del
tercer ensayo PCR.
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Cuadro 13: Construccion de curva estandar y cuantificacion de pesos moleculares del quinto ensayo

PCR.

, PM
No. Muestra Coor(;fnada PM (]Iiisl‘:a;ldar Rf log PM muestras
P (Kbp)
1 EM 151 20 0.14 1.30
2 EM 219.5 5 0.21 0.70
3 EM 327.5 1.5 0.31 0.18
4 EM 460.5 0.5 0.43 -0.30
5 4P 450.5 0.43 -0.34 0.46
6 9P 460.5 0.43 -0.39 0.41
7 2P 467.5 0.44 -0.42 0.38
8 4P 477.5 0.45 -0.47 0.34
9 Fin gel 1059

Curva de peso molecular

log PM
o
e
38

y =-5.3009x + 1.9185
0.20 R?=0.9637

Rf

Figura 21: Curva estdndar de peso molecular a partir de gel de electroforesis como resultado del
quinto ensayo PCR

14.2. Figuras complementarias de propuesta de terapia gé-
nica ¢n stlico para tratamiento de dislexia

En las siguientes figuras se muestra el procedimiento realizado para la generacién de
ARN guias, utilizadas para la terapia génica propuesta. También, se muestra el procedi-
miento para validar las secuencias y la construcciéon de los plasmidos “LentiCRISPRAAVS1
v2” v “pAAVSI-DNR-KIAA0319”.
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Reference Genome Mechanism @ Enzyme

© Human GRCh38 (NCBI RefSeq v.GCF_000001405.40-RS 2023 03) Io CRISPRko I 0O SpyoCas? (nca) (' ]
Human GRCh38 (Ensembl v.109) CRISPRa O Chen (2013) tracrRNA @
Hurman GRCh37 (NCBI Refseq v.105.20220307) CRISPRI Hsu (2013) tracrRNA @
Mouse GRCm38 (NCBI RefSeq v.108.20200622) SaurCas9 (NNGRR)
Mouse GRCm38 (Ensembiv.102) AsCas12a (111v)
Rat Rnor_6.0 (NcBi Refseq v.104) enAsCasl2a

Figura 22: Pardmetros de guias de ARN en la herramienta CRISPick.

Target(s)

Quick gene lookup IO Bulk/Advanced targets Upload file

agttceecggeggeecceggggegggegegeggecgggtgegtggeggeggtiggggcteggegetegetegetegetgggegggegggcggtgcgatgtccggagaggatggeecggeggetggeecgg
BEECEECEECEecgeCtgcccgggagcggcgacgggageagetgeggcagtggggeecgcgggcgegcgccgagectggecccggagagegecgegeccgeaccgtecgettcgagegegecgecg
agttcctggeggectgtgegggeggegacctggacgaggegegtetgatgetgegegecgecgacectggececcggegecgagetcgaccccgecgegecgecgeccgeccgegecgtgetggacteca
ccaacgecgacggtatcagegeectgeaccaggtcagegecccccgeeeggegtcetecccggggecaggtecacectetgetgegecacctggggeatectectteccegttgecagtetegatecgeceeg
tegttectggecctgggctttgecacectatgetgacaccecgteccagteccecttaccattececttegaccaccccacttecgaattggagecgettcaactggecctgggettagecactctgtgetgac
cactctgeecccaggectecttaccattecccticgacctactctettccgeattggagtegetttaactggeectggetttggeagectgtgetgacccatgeagtectecttaccateecteectegacticeee
tcttccgatgttgagececteccageeggtectggactttgtetecttecctgecctgecctetectgaacctgagecagetecccatagetcagtetggtetatctgectggeectggecattgteactttgegetg
ccctectetegeccccgagtgeecttgetgtgecgecggaactetgeectetaacgetgecgtetetetectgagtccggaccactttgagetctactggcetictgegecgectetggeccactgtttecectte
ccaggcaggtectgetttctetgacctgeattctctecectgggectgtgecgetttctgtetgeagettgtggectgggtcacctctacggetggeccagatectteectgecgectecttcaggttecgtctte
ctccactccctcttccccttgctctctgctgtgttgctgcccaaggatgctctttccggagcacttccttctcggcgctgcaccacgtgatgtcctctgagcggatcctccccgtgtctgggtcctctccgggcat/

Figura 23: Ingreso de la secuencia de ADN del sitio AAVS1 en la herramienta CRISPick.

Target Genome

Mechanism Enzyme Run Parameters

Human GRCh38 (NCBI RefSeq v.GCF_000001405.40-RS_2023_03) CRISPRi SpyoCas9 On-target scorer: RS3seq-Chen2013

Input Resolution

Total (1) » Valid(1) » Duplicate (0)

e Invalid(0) Edit torevalidate Reset table to original order

Status Sequence name Resolved Sequence @ Length Notes
* Valid Input Sequence agttcccggeggeccceggggegggcgggcggacggatgg. .. 2000
© Download full table CSV @ Download filtered table CSV
Predicted Run Summary
Targets Additional Guides Estimated # Picked @
QUOTA =5) CRISPICK-PROVIDED NEGATIVE CONTROLS USER-PROVIDED GUIDE SEQUENCES
1 0 5

Experimental Positive Control

<< Back to CRISPick Input Form

NO_SITE  ONE_INTERGENIC_SITE Additional negative controls  Preselects

Only valid entries will be submitted |

Figura 24: Validacion de la secuencia introducida en la herramienta CRISPick.
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CRISPick Run Results - Complete @

Submission Information
Job ID ead7f19e-3c¢95-4500-a55a-09e32ch23d9c

Status Complete

Download Results
o g Results Picked sgRNA candidate sequences (tab-delimited text file)

© Picking Summary Score statistics by pick order (tab-delimited text file)

© Input Target Sequences DNA sequences provided as inputs to the sgRNA designer (FASTA file)

<< Back to CRISPick Input Form

Figura 25: Obtencion de resultados obtenidos en la herramienta CRISPick.

AB AC | AD  AE AF AG A AN OAK AL AM AN AP

SEANA Cut P sgRMNA Sequi SR NA Conty pher Ti # OFf-T. # Off-Ti # Off-' # OFf-Ta # Off-T # OF & Off- & Off- & Off- & Off- & Off- & OF # OF # Off & Off-’ # OFf On-J On-Target Efficacy Score
604 CAGTTGAAG §GGCICAGTY . a 1 ] o o13 o127 2 Fi) 0.7515
873 AGATAGACC AGGCAGAT, a W 72 46 1042
T02 CAGTTAAAG QGEGICAGTY B n s 14 0572
1237 GCTCOGGAA AAGTGELTON 48 1 43 18 0.7455
956 GCTCAAAGT BAGAGCTL %19 5 05565

Figura 26: Datos importantes de resultados obtenidos en la herramienta CRISPick.

Project

Entry

- . |
Protocol . Your workspace is empty!

| Use the navigation bar on the left to
DNA / RNA sequence y

“._ open or create data.

AA sequence

Oligo

CRISPR CRISPR guides I

Entity from schema HR template

Mixture

More

Recently opened

Get Benchling Gold

Invite your colleagues to Benchling!
When five of your referrals sign up,
you'll receive extra space and
exclusive access to an enterprise

feature, Benchling Sync. °

Figura 27: Seleccion de opcion para generar guias de ARN en la herramienta Benchling.
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Design CRISPR Guides: Import sequence

Impart From

Raw Bases
Sequence Mame
AAVS1

Faldar

I EXAMPLE PROJECT

AR LICCCRRCRRCCCCCRRRE ERECERELRE! t LCRRCRCCRCLCRCTOR:
EEECEETECEAtE EECERCT: CEE =
geLgcgpeay A Leg 3
cEAEte: tEe; tEEACEIEECECETCgAtEC EACCCtEEecs

Figura 28: Introduccion de secuencia de ADN del sitio AAVS1 en la herramienta Benchling.

Design CRISPR Guides: Guide parameters

Design Type @ single guide
O Paired guides
O Guides for "base editing” (Komor et al., 2016)

Guide Length 20

Genome GRCm38_| 102 (Mus v

Don't see the genome you're looking for? We may be able to import it

just ask
PAM NGG (SpCas9, 3' side) -

Advanced Settings

Save these as my default CRISPR settings

Figura 29: Parametros de guias de ADN en la herramienta Benchling.

LINEAR MAP DESCRIPTION DESIGM CRISPR * METADATA vee

Untitled Save Settings

Target 1 2000

Region

Figura 30: Region objetivo de guias de ADN en la herramienta Benchling.
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lentiCRISPR v2 4 Print
(Plasmid #52961)

PURPOSE

Replaces original lentiCRISPRv1 (Addgene Plasmid 49535) and
produces ~10-fold higher titer virus. 3rd generation lentiviral
backbone.

DEPOSITING LAB
Feng Zhang

PUBLICATION
Sanjana et al Nat Methods. 2014 Aug;11(8):783-4. doi:
10.1038/nmeth.3047. ( How to cite 4)

SEQUENCE INFORMATION

J \ Sequences (10)
ORDERING
Item Catalog # Description Quantity Price (USD)
Plasmid 52961 Standard format: Plasmid sent in bacteria as agar stab 1 $85 Add to Cart
Cloning Grade 52961- 2 pg of cloning grade DNA in Tris buffer
1 105 Add to Cart
DNA DNA.cg More Information ¥ 3 S

This material is available to academics and nonprofits only.

Figura 31: Busqueda de la secuencia del plaismido LentiCRISPR v2.

Partial Sequences from Addgene (9)

Addgene has sequenced portions of this plasmid for verification. The results are shown below. Leading primers are
indicated on the first line of each sequence.

> StrepPyoCas9-5UTR-F 5'-CGGTGCCACTTTTTCAAGTTG-3'
tttaacttgctatttctagctctaaaacagagacgtacaaaaaAGAGCAAGAAGCTAAAAARGatTTaaa
AATTATTTTTAGCGCAGTTAATGGAACAGGAACTAARTTTACCCCAAAAATATTACGTGAATCAGGATAT
AACGTTATTGAGGTTGAAGAGCATGCATTTGAAGATGAAACATTTAAAAATGTTGTAAATCCARATCCAG
cnara s AATTTGATCCTGCATGAAAAATACCGCTTGAATATGGTATTAAACATGATGCAGATATTATTATTATGAA
TGACCCAGATGCTGACAGATTTGGAATGGCAATAAAACATGATGGTCATTTTGTAAGATTAGATGGAAAT
CAAACAGGACCAATTTTAATTGATTGAAAATTATCAAATCTaAAACGCTTAAATAGCATTCCAAARAATC
CGGCTCTATATTCAAGTTTTGTAACAAGTGATTTGGGTGATAGARTCGCTCATGAAAAATATGGAGTTAA
TATTGTAAAAACTTTAACTGGATTTAAATGAATGGGTAGAGAAATTGCTAAAGAAGAAGATAACGGATTA

AATTTTGTTTTTGCTTATGAAGAAAGTTATGGATATGTAATTGATGACTCAGCTAGAGATAAAGATGGAA
TACAAGCTTCTATATTAATAGCAGAGGCTGCTTGATTTTaTaaAA

o
b4

@® GenBank | ® SnapGene | @ File Help

Figura 32: Andlisis de la secuencia del pldismido LentiCRISPR v2.
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Map View

Instructions @

J+ Created with SnapGene®

(167) Nsil
(165) NspI- SphI

HindIIX634)
151) B IpQI- EarI- Sapl Taqll(444) Asel(645)
(142) AclI BstAPI(657)
(24) BsmBI | 126) Bsaar BspHI(470) PSi1(670)
(0) Start (346) BsaBI| Swal(515) End (675)
200 400 600

Figura 33: Definicion de sitios de restriccion en la secuencia del plasmido LentiCRISPR v2.

Full Sequences from Addgene (1)

lentiCRISPR v2

675 bp

Based on next-generation sequencing (NGS) results where indicated (Addgene NGS Result), or assembled from
reference sequences and/or Sanger results (Addgene Assembled Sequence).

Analyze Sequence

® GenBank | @ SnapGene | @ File Help

> Addgene NGS Result

TGATGC! TT AGTACATCAATGGGCGT GGTTTGACTCAC TTCCAAGTCTCCA
CCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAARTCAACGGGACTTTCCARARTGTCGTARCAAC
TCCGCCCCATTGACGCARATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGCGCGTTTTGCC
TGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGC
TTARGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAA
C CCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGT AAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGA
AAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGG
CGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCARARATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAA GGGTGC
GAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAARRATTCGGTTARGGCCAGGGGGAA
AGARAAAATATAAATTAAARCATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGG
CCTGTTAGARACATCAGAAGGCTGTAGACARATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGATCA
GAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATARAAG
ACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAARACAARAGTAAGACCACCGCACAGCAAGCGGC
CGCTGATCTTCAGACC TAT AATT! AGTGAAT AATATARAGT
AGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAGAAARRAGA
GCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAA
TGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTC \IGCAGCAGAACARTTTGCTGAGGGC

Figura 34: Andlisis de la secuencia completa del plaismido LentiCRISPR v2.

Map } Sequence Enzymes  Features Primers BLAST  Analyzer Guide

Sequence View

Instructions €

5 tgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagecggtttgactcacggggatttce

+ + + f + : + + + } 60
37 actacgccaaaaccgtcatgtagttacccgcacctatcgccaaactgagtgcccctaaag
CMV promoter >
caagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggact
. ; . } . : " } . L " I 120

gttcagaggtggggtaactgcagttaccctcaaacaaaaccgtggttttagttgeccctga

CMV promoter >

Figura 35: Obtencion de la secuencia del plasmido LentiCRISPR v2.
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gcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaac
I . . 1 . :

13,020
cgcgagacgacttcggtcaatggaagecctttttctcaaccatcgagaactaggccgtttg
¢ ori
aaaccaccgctggtagecggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaa

t t t + t + 13,080
tttggtggcgaccatcgccaccaaaaaaacaaacgttcgtcgtctaatgcgecgtcttttt
4 ori
aaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaa

+ + + t + + 13,140
ttcctagagttict® D 1ccttgettt
. on Sequence Clipboard

Sequence data from selection:

actcacgttaagg tttccatagg g gacg agatccttt

t gtcagaggtggeg gacagg: 9 ggegttt et 13,200

tgagtgcaattce itctaggaaa

Figura 36: Obtencion de secuencias de segmentos importantes en el plasmido LentiCRISPR v2.

Figura 37: Bisqueda de secuencias de segmentos importantes en el plasmido LentiCRISPR v2 en
ApE.
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® ApE File Edit Enzymes ORFs | Features | Tools View Window

New Feature...
List Features
Edit Features...

[]II Clear Features

* 10 20 * 30 *
3881 carctgoatcatgrriaataccatattcaagoggran  Restack Features by Length
4075 atttttaaatcttttttagettottgotctttttgt
4269 catcgeccacagteccegagaagttagggggagaagt  Edit Feature Library...
4463 acacaggaccggttctagagegetgecaccatggaca
14657 cggegaaacagecgaggecacceggetgaagagaace.  New Feature in Library...
4851 geaacatcgtggacgaggtggectaccacgagaagta .
5045 ttcatccagetggtgcagacctacaaccagetgtteg  Open Feature Library.
5235 coccaacttoaagageaacttegacctggecgagaat  annstate Features using Library
5433 aggeccocctgagegoctetatgatcaagagatacga
5627 atcctggaaaagatggacggeaccgaggaactgotey
5821 cctgaccttecgeatccoctactacgtgggecctetg  Show X-Ray Window
6015 tgcccaagcacagectgetgtacgagtacttcacegt
6209 gagtgcttegactccgtggaaatctecggegtggaag
6403 aacctatgeccacetgttegacgacaaagtgatgaag
6597 tgacctttaaagaggacatccagaaagcccaggtgte
6791 aaccagaccacccagaagggacagaagaacageegeg  New Features From Found Highlighting
6985 ccggetgtecgactacgatgtggaceatategtgect.
7179 agttcgacaatctgaccaaggccgagagaggeggect
7373 aagetggtgtocgatttecggaaggatttecageere,  Add Features from GFF3 file.
7567 cgagcaggaaatcggcaaggctaccgecaagtacttettctacagcaacatcatgaactttttcaagacc:

Annotate Features using FASTA search file...

Edit Feature
oril
12503, . 13091 O Rev-Com{3

Uppercase Only) | Feature Plus Selection) |Feature Minus Selection asgagaatoctag

c gecacgegeca ggaccge ageagy 3 go g gacatcggoaaggtgt
Add Qualifier g < at oo coaaggageCcgegLygLtoctaget Ai»qv‘qqs
3 cctggtgcatgac
= et oaten =
misc_feature g
Forward color, [l Reve

Place Directly Abo

GTGCGCGRGCARAATTTARGC TACARC AAGGCARGGCTTGAC CGACARTTGC ATGARGARTCTGC TTRGGGETTA

GABCTAGAACGATTCGCAGTTARTC CTGGCCTGTTAGAMMCATY
GACAAATACTGGGACAGCTAL

AL TCT TCTTC. CTTCTTE c GGG = ==
ACGAGARGTACE S ACATGATE AN TR CGEEGE CAE TR COTERTS o] CAGCEMETEG
ACCAGCTETTOGALE SO BOGTGE G T OO A AL TOAGC ARG CAGAC GO T AAAATCTAN ADCTGOC: AGARGAGAATOOOCTETTOGOAAM CTGATTOC OO TEAGC T

chrig (a13.41-13.43) [ 19pi33 |

Figura 41: Ubicacion del sitio Safe Harbor AAVS1.
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l Show/hide columns (1 hidden)

Transcript ID Name bp Protein Biotype CCDs UniProt Match RefSeq Match Flags
ENST00000378214.8 KIAA0319-201 6838 1072aa | Protein coding CCDS34348¢

ENST00000535378.5 | KIAAD319-203 6896 1063aa IF'rolemchmg CCD
ENST00000537886.5 | KIAA0319-204 6622 1011

NM_014809.4 MANE Select Ensembl Canonical GENCODE basic APPRIS P2
- GENCODE basic APPRISALT2 TSL:2
- GENCODE basic TSL:1
. GENCODE basic APPRISALT2 TSL:2
- GENCODE basic TSL:1

| Protein coding  CCDS5

ENST00000430948.6 | KIAA0319-202 6620 1027aa IProleincoding CCDS5

ENST00000616673.4 | KIAA0319-205 5315 483aa | Protein coding CCDS75

Figura 42: Secuencia con etiqueta TSL:1 en el software Ensembl.

SphI Spel Pacl]  sair At

| | |
gcaggcatgctggggatgcggtgggctctatgdactagtattaattaajptctagaagtcg

} t : { t { 120
cgtccgtacgacccctacgccacccgagatacdtgatcafipattaattftagatcttcagce

HincIl

bGH poly(A) signal

Figura 43: Enzimas de restriccion definidas del plasmido pAAVS1-P-MCS.

2 a;
P
5

gtecataamLARREE

w mismatches:

nd no match

Figura 44: Comprobacion de ausencia de sitios de corte en la secuencia del gen KIAA0319.
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taanactboattbtiantbtasnsgqateotan

5495 e TaTa
gogeagagegge: .-(mrq._:n_h_ ctgteactge cq.;n-;n.{aqa.;w-;"am_a Lagetecageorgt:
-gtgtgtatatataty B

e

paCTagagTAgtaaTE
agtctactgetgtggtgactgtgaty L.,L __.1._Lr.qa.1n
Eogaaastattyacasag
[

Figura 46: Insercion del gen KIAA0319 en el plasmido pAAVS1-P-MCS.

14.3. Documentos de bioética
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UVG

DEL VALLE
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Consentimiento Informado

PROYECTO: Evaluacién de la relacion genética entre dislexia y enfermedades
neurodegenerativas y propuesta de terapia génica in silico para
tratamiento de dislexia.

Investigador: Diego Andrés Medina Mencos - 19697

Supervisor: José Andrés Leal - jaleal@uvg.edu.gt

1. Introduccion

Gracias por considerar participar en nuestro estudio. Este formulario de consentimiento
informado tiene como objetivo proporcionarle informacion importante sobre el propdsito, los
procedimientos y los posibles riesgos y beneficios de participar en este estudio. Por favor,
lea cuidadosamente este documento antes de aceptar participar. Si tiene alguna pregunta,
no dude en preguntar al investigador.

2. Proposito del Estudio

El propédsito de este estudio es recopilar informacion sobre mutaciones en genes
relacionados a Alzheimer, Parkinson y Enfermedad de Huntington, a partir de muestras de
nifios, adolescentes y adultos con dislexia.

La informacién obtenida en este estudio sera utilizada exclusivamente por Diego Medina
para realizar el trabajo de graduacion de la licenciatura en Ingenieria Biomédica.

3. Procedimientos del Estudio

Si decide participar en este estudio, se le pedira que brinde una muestra de saliva por
medio de enjuague bucal.

El procedimiento tomara aproximadamente 10 minutos para completarse y se haran
preguntas sobre antecedentes familiares de Alzheimer, Parkinson y Enfermedad de
Huntington.

La toma de muestra implicard que enjuague su boca con solucion salina, que no representa
ningun peligro, durante aproximadamente 30 a 60 segundos.

4. Posibles Riesgos y Beneficios

No se conocen riesgos asociados con la participacion en este estudio. Sin embargo, puede
experimentar cierta incomodidad o molestia al responder preguntas sobre temas sensibles o
personales.
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5. Confidencialidad y Proteccion de Datos
Toda la informacion recopilada durante este estudio se mantendra confidencial y anonima.
Los datos se almacenaran de forma segura y solo el investigador y el equipo de
investigacion tendran acceso a ellos. No se utilizara informacion identificable en ninguna
publicacion o presentacion que resulte del estudio.

6. Participacion Voluntaria
La participacion en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse a participar o de
retirarse del estudio en cualquier momento sin penalizacion o pérdida de beneficios a los
que tiene derecho de otra manera.

7. Compensacion

Su participacion en este estudio no recibira ningun tipo de compensacion.

8. Informacion de Contacto

Si tiene alguna pregunta o inquietud sobre este estudio, comuniquese con el supervisor del
proyecto en jaleal@uvg.edu.gt. Si tiene alguna inquietud acerca de sus derechos como
participante de investigacion, comuniquese con el Ing. Carlos Equit caesquit@uvg.edu.gt.

9. Reconocimiento
He leido y entiendo la informacion anterior sobre el estudio. He tenido la oportunidad de

hacer preguntas y he recibido respuestas satisfactorias. Al aceptar participar en este
estudio, doy libremente mi consentimiento informado para participar en el estudio.

Nombre del participante:

Firma:

Fecha:
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Criterios de Reclutamiento-Inclusion-Exclusion

PROYECTO: Evaluacién de la relacion genética entre dislexia y enfermedades
neurodegenerativas y propuesta de terapia génica in silico para
tratamiento de dislexia.

Investigador: Diego Andrés Medina Mencos - 19697

Supervisor: José Andrés Leal - jaleal@uvg.edu.gt

1. Criterios de reclutamiento:

Para poder participar en este ensayo clinico, los participantes deben cumplir con los
siguientes criterios de reclutamiento:

e Edad: 6 a 12 afios.

e Sexo: ambos sexos.

e Diagnoéstico: dislexia.

2. Criterios de inclusion:
Los criterios de inclusion para este estudio son los siguientes:
e Cumplir con los criterios de reclutamiento establecidos anteriormente
e Capacidad para dar consentimiento informado
3. Criterios de exclusion:

Los criterios de exclusion para este estudio son los siguientes:
e No cumplir con los criterios de inclusion establecidos anteriormente
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Proteccion de Datos Personales

PROYECTO: Evaluacion de la relacion genética entre dislexia y enfermedades

neurodegenerativas y propuesta de terapia génica in silico para
tratamiento de dislexia.

Investigador: Diego Andrés Medina Mencos - 19697
Supervisor: José Andrés Leal - jaleal@uvg.edu.gt

En este documento se detallan las medidas técnicas y organizativas que se implementaran
para salvaguardar los datos, derechos y libertades de los participantes en este estudio. Esta
informacion sera compartida con los participantes del estudio.

Medidas técnicas:

Almacenamiento seguro de datos: Se ha utilizado un sistema de almacenamiento
seguro para garantizar la proteccion de los datos personales de los participantes, y
se ha restringido el acceso solo al personal autorizado.

Anonimizacién de datos: Se aplican las siguientes metodologias de anonimizacion:

Se evitara la recoleccién de datos personales, incluyendo nombres, direcciones,
numeros de teléfono, correos electrénicos, niumeros de identificacion, entre otros.

La identificacién de cada muestra se realizara mediante la creaciéon de un cdédigo
numeérico aleatorio al momento de la recoleccidon de la muestra de saliva.

A cada individuo se le preguntara acerca de antecedentes de Alzheimer, Parkinson y
Enfermedad de Huntington en la familia. Sin embargo, no se preguntara el
parentesco especifico con la persona que presente alguna de las anteriores.

Medidas organizativas:

1.

Formacion del personal: Se ha proporcionado una formacion adecuada al personal
que trabaja con los datos personales de los participantes para garantizar que
comprendan sus responsabilidades y obligaciones en relacion con la proteccién de
dichos datos.

Politicas y procedimientos: Se han establecido politicas y procedimientos claros
en relacién con la proteccion de los datos personales de los participantes, que se
han comunicado a todo el personal involucrado en el estudio.
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Ademas, se ha obtenido el consentimiento informado de los participantes en el estudio, y se
ha asegurado que los datos personales recopilados solo se utilizaran para fines especificos
relacionados con el estudio.

Por este medio me comprometo a seguir los procedimientos establecidos y a proceder
eticamente durante toda la realizacion del proyecto.

Diego Andrés Medina Mencos - 19697

V1.0_Abr-23 - José A. Leal - jaleal@uvg.edu.gt
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Seguridad del Participante

PROYECTO: Evaluacién de la relacion genética entre dislexia y enfermedades
neurodegenerativas y propuesta de terapia génica in silico para
tratamiento de dislexia.

Investigador: Diego Andrés Medina Mencos - 19697

Supervisor: José Andrés Leal - jaleal@uvg.edu.gt

A continuacion, presento los procedimientos tomados para garantizar que los participantes
del estudio no estén sujetos a ningun tipo de coercion o incentivo indebido.

1. Consentimiento informado: Antes de participar en el estudio, se obtendra el
consentimiento informado de los participantes. El consentimiento se proporcionara
en un lenguaje claro y sencillo, e incluye informacién sobre los objetivos del estudio,
los procedimientos involucrados, los riesgos y beneficios asociados y la posibilidad
de retirarse del estudio en cualquier momento.

2. Anonimato y confidencialidad: Se garantiza que la identidad de los participantes
se mantendra confidencial. Se tomaran medidas para proteger la privacidad de los
participantes, como el uso de numeros de identificacion en lugar de nombres reales,
el uso de rangos de edad, y el . Ademas, es importante asegurarse de que los datos
recopilados no sean compartidos con terceros sin el consentimiento explicito del
participante.

3. Ausencia de incentivos indebidos: Es importante evitar ofrecer incentivos que
puedan influir indebidamente en la participacion de los participantes. Los incentivos
deben ser proporcionales al esfuerzo requerido para participar en el estudio y no
deben ser tan altos que los participantes se sientan presionados para participar.

4. Declaracion de conflictos de intereses: Si hay algun conflicto de intereses en el
estudio, este debe ser divulgado a los participantes. Esto puede incluir cualquier
relacion financiera o personal que los investigadores tengan con el patrocinador del
estudio o con cualquier otro grupo de interés.

5. Revision ética: Antes de iniciar el estudio, se sometera a revision ética por parte de
un comité de ética independiente. Esto ayudara a garantizar que el estudio se lleve a
cabo de acuerdo con los estdndares éticos y que se proteja la seguridad y el
bienestar de los participantes.

Por este medio me comprometo a seguir los procedimientos establecidos y a proceder
éticamente durante toda la realizacion del proyecto.

Diego Andrés Medina Mencos - 19697



	Prefacio
	Índice
	Lista de figuras
	Lista de cuadros
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Antecedentes
	Justificación
	Objetivos
	Alcance
	Marco teórico
	Dificultades específicas del aprendizaje
	Dislexia

	Metodología
	Estudio genético piloto para la optimización de la amplificación gen SNCA, para ser aplicado en los genes APP y HTT
	Diseño de primers de los genes APP, SNCA y HTT
	Validación de primers in silico
	Obtención de las muestras de saliva
	Optimización de extracción de ADN
	Medición de la concentración de ADN extraído
	Gel de integridad de extracciones de ADN
	Optimización de ensayos PCR

	Administración de datos
	Recolección de datos
	Manejo de la información

	Consideraciones éticas: reclutamiento y consentimiento informado
	Propuesta de ensayos preclínicos in silico para edición génica del gen de susceptibilidad de dislexia KIAA0319
	Generación de guías de ARN
	Construcción de plásmido recombinante LentiCRISPRAAVS1 v2
	Construcción de plásmido recombinante pAAVS1-DNR-KIAA0319


	Resultados
	Estudio genético piloto para la optimización de la amplificación gen SNCA, para ser aplicado en los genes APP y HTT
	Diseño de primers para amplificación de los genes SNCA, APP y HTT
	Optimización de extracción de ADN
	Optimización de amplificación del gen SNCA
	Recomendación de pasos siguientes para la continuación del estudio genético

	Propuesta de ensayos preclínicos in silico para edición génica del gen de susceptibilidad de dislexia KIAA0319
	Guías de ARN
	Plásmido LentiCRISPRAAVS1 v2
	Plásmido pAAVS1-DNR-KIAA0319


	Discusión
	Estudio genético piloto para la optimización de la amplificación gen SNCA, para ser aplicado en los genes APP y HTT
	Propuesta de terapia génica in silico para tratamiento de dislexia

	Procedimiento detallado de pasos futuros para aprobación de terapia génica para tratamiento de dislexia
	Experimentación in vitro
	Resultados esperados de experimentación in vitro
	Estrategias para futuras investigaciones
	Estudios preclínicos
	Ensayos clínicos


	Conclusiones
	Recomendaciones
	Referencias
	Anexos
	Figuras complementarias de estudio genético piloto para la optimización de la amplificación gen SNCA, para ser aplicado en los genes APP y HTT
	Figuras complementarias de propuesta de terapia génica in silico para tratamiento de dislexia
	Documentos de bioética


