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Resumen

La insensibilidad congénita al dolor es una condicién congénita rara, siendo el tipo IV de la enfermedad,
que ademas presenta anhidrosis, el mas frecuente entre la poblacion y para el cual actualmente no existe
tratamiento y los estudios al respecto son puramente tedricos. En este trabajo teérico proponemos el
estudio molecular de la enfermedad para permitir el desarrollo de terapias encaminadas a solventar el
problema. Para ello, estudiamos el gen NTRK1, gen codificante del receptor tirosina quinasa TrkA, que
actua como regulador de la diferenciacién de neuronas sensoriales y que en este caso, se encuentra
mutado. El estudio de esta mutacion y sus consecuencias se realiz6 mediante ensayos de secuenciacion
y genotipado de individuos, asi como también se propuso una terapia génica con CRISPR/Cas9 en
modelos in vivo y diversos ensayos in vitro mediante western-blot y citometria de flujo. Nuestros
resultados muestran la posibilidad de disefiar un diagnéstico de portadores y de aplicar la terapia génica
con el fin de revertir la mutacién del gen y conseguir el correcto funcionamiento de las neuronas. La
existencia de conocimiento tedrico sobre la enfermedad y la posibilidad del disefio de terapias posibles
para ella constituyen un paso previo para investigar las causas y consecuencias funcionales de la misma.
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Introduccién

La insensibilidad congénita al dolor, denominada también como neuropatia hereditaria sensorial y
autonomica, es una enfermedad hereditaria poco frecuente que se caracteriza por una disfuncion sensorial
y autondémica en la que se produce una insensibilidad al dolor. Fue descrita por primera vez en 1932,
donde se pensaba que la causaban fallos en el sistema nervioso central [1]. Sin embargo, en la actualidad
se cree que esta mas relacionada con mutaciones en diversos genes. Por lo que segin los errores genéticos
se pueden dar 5 tipos diferentes a dia de hoy en la que la expresion fenotipica es variable: el tipo I se
caracteriza por ser la tinica de herencia autosdmica dominante y en ella se produce una pérdida progresiva
de la sensacion de dolor y de la temperatura, en el tipo II se produce una alteracion del tacto y de la
sensibilidad a la presion, ademas de variaciones en la insensibilidad al dolor, el tipo III afecta a la
percepcion del dolor y de la temperatura, el tipo IV presenta una insensibilidad a los estimulos dolorosos
y ausencia de sudoracion y el tipo V, similar al IV con la diferencia de que la produccion de sudor es
parcial [2].

En el presente trabajo estudiaremos el tipo IV, también denominado CIPA, ya que es el tipo mas
frecuente de la enfermedad [3]. Al tratarse de una enfermedad autosdémica recesiva se necesita que ambas
copias del gen en la célula estén mutadas, lo que caracteriza a estas personas a tener incapacidad para
percibir dolor o temperatura [4,5], y a tener una sudoraciéon ausente debido al atrofio de las glandulas
sudoriparas.

La CIPA es extremadamente rara. Principalmente los paises mas afectados por esta enfermedad son
Estados Unidos con s6lo 100 casos documentados y Japon con mas de 300 debido a que la enfermedad es
mas recurrente en poblaciones genéticamente homogéneas [6].

Desde el punto de vista molecular, la enfermedad se caracteriza por mutaciones en el gen NTRK1 que
conlleva una alteracion en el receptor TrkA al que codifica [7]. Este receptor estd implicado en la
supervivencia de células nerviosas, en la diferenciacion de nociceptores e interviene en el procesamiento
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del dolor [8]. Por tanto, la union de este receptor con su ligando transmite sefiales a la célula para la
division y supervivencia de las mismas. La mutacion del gen NTRKI1 provoca una sefalizacion
inadecuada y las neuronas sensoriales mueren por apoptosis [9].

Esta mutacion del gen NTRK1 lo que causa es que el receptor TrkA esté truncado debido a que no posee
el dominio tirosina quinasa, por lo que el receptor no quedard activo y no se transmitira la sefial de
fosforilacidn y activacion de numerosas rutas de crecimiento y supervivencia [10,11]. En concreto se ha
visto que conecta con la via de PI3K, que mediante la activacion de Akt, estd implicada en supervivencia;
con la via de las MAPK implicada en diferenciacion por la activacion de ERK, y en la sefializacion por
fosfolipidos, provocando la salida de calcio del reticulo endoplasmatico hacia el citosol a través de IP3.
De este modo, la mutacion en el gen NTRKI1 termina provocando una alteracion en la diferenciacion y
supervivencia de neuronas sensoriales que hacen que las personas con CIPA no puedan sentir dolor [12].

Con el fin de encontrar posibles dianas terapéuticas se estudia la mutacion que surge en el gen NTRK1 y
se observa que se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1, en concreto en el exdn 10. De este modo,
se produce una mutacion en la secuencia en una guanina (G) y en una adenina (A) y por tanto se codifica
para una proteina alterada [13]. Esto conlleva a la pérdida del dominio tirosina quinasa del receptor, de
manera que no presenta funcionalidad y no se lleva a cabo la sefializacion.

Por todo ello, los objetivos que nos planteamos en el presente trabajo son los siguientes: en primer lugar,
elaborar un test de posibles portadores, debido a que la enfermedad es autosémica recesiva, con el fin de
intentar evitar nuevos casos de la enfermedad, y en segundo lugar reparar la mutacion del gen NTRK1 a
través de la técnica CRISPR/Cas9.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

La linea celular de embrion de raton 3T3L1 procede del aislamiento de un clon de 3T3. Las células sufren
una conversion de preadiposa a adiposa mediante una rapida division hasta la confluencia llegando a un
estado de inhibicion por contacto. Un alto contenido en suero en el medio de cultivo lleva a un rapido
grado de acumulacion de grasa. Para su cultivo, se utilizO DMEM + 2mM glutamina + 10% suero bovino
fetal inactivado o RPMI + 2mM glutamina + 10% suero bovino fetal inactivado. Los cultivos confluentes
se subcultivan sembrando 2-4x10000 células/cm?, en frascos de 75 cm?”. Se despegan empleando tripsina
y EDTA/tripsina y se incuban a 37°C y 5% de CO». No se puede dejar que el cultivo se llegue a estar
completamente confluente y hay que subcultivar cada 3 dias.

Plasmidos

Se utilizaron dos construcciones: una de las construcciones genéticas fue un vector de insercion portador
del exén 10 mutado que codifica para el receptor TrkA con el fin de generar la linea de ratones con CIPA.
La segunda construccién consistiéo en un vector de remplazamiento donde se portd el exon 10 silvestre
para la recombinaciéon homologa en la técnica del CRISPR/Cas9.

Electroporacion de plasmidos

El electroporador utilizado fue Electro SquarePorator ECM830 de la empresa Harvard apparatus. El
voltaje aplicado fue de 300V y la duracion del pulso de 500us. Se llevo a cabo la electroporacion simple:
se afiadio al cultivo 10pug de plasmido por ml de medio.

CRISPR/Cas9

Para mutagenizar la secuencia con CRISPR y revertir la mutacion del exén 10, se busco la secuencia
PAM del gen defectuoso (cercana a la mutacion) y se cogid lo que habia justo antes hasta 20 nucledtidos.
Estos nucleotidos se clonaron en el vector RNA guia. Este vector por tanto contenia, el gen de la caspasa
9, el RNA guia y un cassete promotor de RNA. Si el procedimiento resulté efectivo, mediante la técnica
del CRISPR, el RNA guia llevo a la caspasa 9 para cortar el gen defectuoso. Una vez producida la rotura
de la doble hebra, la presencia del vector de remplazamiento permitio la edicion del gen a voluntad.

Inyeccion de células y cruzamientos entre ratones adultos

Para realizar los experimentos in vivo se inyectaron las células embrionarias modificadas por los
plasmidos y CRISPR/Cas9 mediante microinyeccion en blastocisto de ratones. A partir de aqui, se
implantaron en el utero de hembras pseudoprefiadas y se realizaron los convenientes cruzamientos de
quimeras con otros perfiles genotipicos para obtener un linaje de ratones con CIPA y otro de ratones con
reversion de la enfermedad.



PCR

La técnica de PCR se utiliza para amplificar especificamente fragmentos de DNA. En este trabajo se
utilizé con el fin de facilitar el clonaje de secuencias de interés mediante la incorporacion de dianas de
restriccion en los extremos 5’ de los primers para la realizacion del CRISPR, asi como para facilitar la
secuenciacion de una region de interés del genoma sin necesidad de fragmentarlo. Se hicieron reacciones
de PCR con un volumen final de 10pl que contenia: tampdén 1X, dNTPs, MgCl,, DNA, oligonucle6tidos,
Taq polimerasa y H,O. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: un ciclo de 10 minutos a 95°C;
seguido de 40 ciclos con el esquema 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C durante
30 segundos; y un ultimo ciclo de 10 min a 72°C. Transformacién en E.Coli

Se descongeld una alicuota de células competentes durante 30’ y tras esto, se alicuotaron en tubos
eppendorfs previamente enfriados. Se dio un breve pulso de centrifugacion a las construcciones y se
afiadio a las células competentes. Se mezclo bien y posteriormente se incubd 30° en hielo. Para producir
el choque térmico, se incubd la mezcla de transformacion durante 2’ a 42°C. Con el fin de expresar los
genes de resistencia se afiadié 0,9 ml de medio MLB e incubd 30’ a 37°C. Posteriormente se
sedimentaron las bacterias por centrifugacion durante 5’ a 5.000 rpm, se elimind 750ul del sobrenadante
de manera que sobre el precipitado de bacterias queden todavia unos 200ul de medio de cultivo. Se
resuspendié suavemente el sedimento de bacterias en los 200ul de medio de cultivo remanente.
Plaqueamos todo el volumen de bacterias resuspendidas en una placa Petri con medio MLB solido que
contenga 50ug/ml de ampicilina.

Secuenciacion masiva (lllumina)

Se realiz6 mediante el kit ADN sin PCR TruSeq. Esta técnica se divide en 4 pasos: primero se prepara la
genoteca a través de las fragmentaciones del DNA y unién de linkers 3"y 5'a estos, y se purifica. Después
se preparan los clusters y se lleva a cabo una PCR en puente. Posteriormente se lleva a cabo la
secuenciacion por sintesis que consiste en afladir a la cadena molde de DNA nucleétidos marcados con
fluorocromos diferentes cada uno. Por ultimo, cuando ya tenemos la secuencia la comparamos con una
wild-type para ver si la muestra tiene mutaciones en el gen y exén que producen la enfermedad (exén 10).

Extraccién de proteinas

Las células embrionarias se sembraron en placas P100 a una densidad de 106 células/placa en su medio al
10% de FBS. Al observarse confluentes, se aspir6 el medio de las placas y se lavo con PBS. Se afiadio
PBS y se recogieron las células en un Falcon de 15 ml. Se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, se
elimind el sobrenadante y se afiadid al sedimento el tampon de lisis, formado por Triton X-100 al 1% en
tampon base (50 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM ovanadato de sodio e
inhibidores de proteasas comerciales) (Complete EDTA Free de Roche)). Se incub6 en rotacién durante
30 minutos a 4°C, para a continuacion centrifugarlo a 13.000 rpm durante 10 minutos, también a 4°C. Una
vez centrifugado se recogié el sobrenadante y se determind el contenido proteico mediante la técnica
Bradford (Protein Assay de BioRad). Como estandar se usé una solucion de albimina sérica bovina
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1mg/ml.

Western-blot

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis).- Los extractos celulares se calentaron a 96°C durante 5 minutos para
proceder a su desnaturalizacion en tampon de Laemmli 5x (SDS 20%, 20% 2mercaptoetanol, 40%
glicerol, 0,008% azul de bromofenol, 0,250 M Tris HCL y agua milQ) y se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida de una concentracion del 8% en acrilamida. La separacion electroforética se llevo
a cabo a un potencial eléctrico de entre 90 y 110 voltios en tampon de electroforesis (25 mM Tris-HCI
(pHS, 3); 192mM Glicina y 0,1% SDS) segun el método Laemmli.

Transferencia.- Una vez conducida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF (fluoruro de polivinilideno) mediante la aplicacion de una corriente constante de 65 mA durante
16-18 horas en tampon de transferencia (25 mM Tris-HCI (pH 8§,3); 192 mM Glicinag y 20% metanol).

Inmunodeteccion con anticuerpos especificos.- Una vez pasado el tiempo de la transferencia se llevo a
cabo un bloqueo de la membrana de

PVDF con leche en polvo al 5% en TTBS (Tris 0,1mM, NaCl 1,5mM y 0,05% Tween-20) durante 1 hora
a temperatura ambiente, con el fin de bloquear los sitios de union inespecificos de la membrana. Pasada
esa hora la membrana se incubd con el anticuerpo especifico de la proteina que queriamos detectar. Este
anticuerpo se diluyé en TTBS en una proporcion de 1:500. El anticuerpo primario se incub6 en 1 hora a
temperatura ambiente o a 4°C durante toda la noche, dependiendo del anticuerpo y la casa comercial de la
que procedia. Tras la incubacién se lavd la membrana 4 veces durante 10 minutos cada una con TTBS. A
continuacion, se incub6 la membrana con un anticuerpo secundario (Anti-IgG de raton o de conejo,



dependiendo del anticuerpo primario), marcado con peroxidasa (HRP), diluido en la misma solucioén de
bloqueo para evitar la unién de inespecificos. Nuevamente la membrana se lavd 4 veces durante 10
minutos cada una con TTBS. Al finalizar los lavados la membrana se incubd con un reactivo
quimioluminiscente como sustrato de la peroxidasa (WesternBright ECL de Advansta). Para ver las
proteinas marcadas en la membrana se utilizé un Bio-Rad ChemiDoc Imager.

Citometria de flujo

Las células embrionarias se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 9x10° células/pocillo. A
las 24 horas se recogid el sobrenadante de las placas en un tubo conico de 15 ml, y se lavd con PBS,
recogiéndose en el mismo tubo este PBS y las células que pudiese contener. Las células adheridas a la
placa fueron levantadas con 250 pl de tripsina durante 5 minutos a 37°C. Para anular el efecto de la
tripsina se adicion6 a cada placa 1 ml de su respectivo medio completo (RPMI o DMEN). Posteriormente
se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras esta centrifugacion decant6 el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1 ml de medio. Para analizar el ciclo celular se cogié en un
tubo 472 pl de la suspension celular, al que se adicion6 3 pl de RNAsa a 10mg/ml y 25 ul de NP40 al
10%, un detergente que permeabiliza la membrana celular. Se dej6 incubando 30 minutos a 4°C, tras los
cuales, y antes de pasar las muestras por el contador, se le afladié 25 pl de una solucién de ioduro de
propidio 50 pg/ml final, el cual es un agente intercalante en el DNA.

Resultados

En primer lugar, nos planteamos analizar posibles mutaciones en el gen NTRK1, el cual es causante de la
CIPA, en personas con antecedentes familiares de la enfermedad para saber si son portadores o no con el
fin de disefiar una prueba de diagnostico de portadores a partir del genotipado de los individuos. Esto se
realizd mediante la técnica de secuenciacion masiva Illumina, tal y como aparece en Material y métodos.
Como se observa en la figura 1, si una persona portadora y una no portadora tienen hijos tendrian un 50%
de probabilidad de que sus hijos fueran también portadores. Pero si dos personas portadoras tuvieran
hijos, estos podrian tener la enfermedad en un 25% de probabilidad. Con este diagnostico se intentaria dar
a conocer a las personas si son portadoras o no de la enfermedad para que en un futuro si quieren tener
descendencia lo hagan con la seguridad de que no perjudicarian gravemente la vida de sus hijos.

y
/‘.N F o™ 'd N
b - s
¥ ¥
- - - - - - ~ h
P iy 7N . N
Y
¥ ¥ r;
- — " - —— —_—— HSano

. | * Portador

¢

ab

1 *# Enfermo
|

Figura 1. Diagnostico de portadores. En blanco aparece el individuo sano, en amarillo el individuo
portador y en granate el individuo enfermo.

Tras confirmar la existencia de diferentes mutaciones en el gen NTRKI, todas causantes de la
enfermedad, quisimos realizar ensayos in vivo para generar una linea estable de ratones enfermos e
intentar revertir la mutacion. Para ello, realizamos un vector de insercion con una secuencia homdloga al
NTRKI1 y una secuencia correspondiente al exén 10 mutado. Si el vector se inserta correctamente en el
cromosoma, habremos introducido la mutacién. Por tanto, extrajimos células embrionarias de raton sano
y electroporamos el vector para poder seleccionar las células modificadas segin su resistencia a
ampicilina. Con este proposito, fue necesaria la insercion de estas células en un blastocisto de raton sano,
y esto se lo implantamos a una hembra para dar ratones quimeras, ya que partimos de células
correspondientes a la recombinacion homoéloga y células de blastocisto normales. Para obtener un raton
homocigoto recesivo que esté enfermo, cruzamos un ratén quimera con una hembra sana. El resultado
fueron ratones heterocigotos para la mutacion. Al cruzar estos heterocigotos, conseguimos ver la
mutacion en homocigosis, es decir, obtuvimos mutantes solidos enfermos.

Una vez estabilizada la linea de heterocigotos para obtener ratones CIPA, realizamos terapia génica con el
fin de remplazar el ex6n 10 mutado por el wild-type e intentar revertir asi la enfermedad en etapa
embrionaria. Para comprobar esta hipotesis utilizamos la técnica CRISPR. Para la realizacion del
CRISPR, en primer lugar fue necesario conocer qué mutacion exacta portaba cada ratén y para ello,
amplificamos el ex6n mediante PCR y lo clonamos en cepas de E.Coli. Posteriormente realizamos una



secuenciacion del gen como se ha explicado en Material y Métodos. Para mutagenizar una secuencia con
CRISPR, buscamos la secuencia PAM del gen defectuoso (cercana a la mutacion) y cogimos lo que hay
justo antes hasta 20 nucleétidos. Estos nucleotidos los clonamos en el vector RNA guia, amplificando esa
region por PCR. Este vector por tanto contuvo, el gen de la caspasa 9, el RNA guia y un cassete promotor
de RNA. Para la produccién de eventos de recombinacion homodloga, en este caso, remplazar el gen
mutado por el sano, tuvimos que introducir, junto al sistema CRISPR/Cas9, un DNA homoélogo al gen.
Por ello construimos un vector de remplazamiento, denominado asi porque remplaza lo que hay en el
genoma (gen mutado) por lo que hay dentro de los dos trozos del vector (gen sano). Para que esto
ocurriera, deben darse dos sobrecruzamientos para que se remplace la pieza del DNA y el cromosoma sea
viable.

Una vez hechas ambas construcciones, las electroporamos en células embrionarias de raton con CIPA. El
procedimiento resultd efectivo, y la caspasa 9 corto el exon. Una vez producida la rotura de la doble
hebra, la presencia del vector de remplazamiento permitio la edicion del gen a voluntad, es decir,
conseguimos remplazar el gen bueno. Esto se confirmé mediante la técnica de PCR tal y como se explica
en Material y métodos, y observamos una banda correspondiente al exon 10 wild-type a la altura de su
numero de pares de bases, que es 100. (Fig2).

Tras esto, y para obtener ratones sanos, implantamos esas células modificadas por CRISPR en un
blastocisto de raton con CIPA, es decir, al revés de lo que hicimos antes para generar el raton enfermo.
Este blastocisto se implanta en una madre enferma, de manera que la descendencia seran ratones
quimeras al haber utilizado células embrionarias de un tipo y células de blastocisto de otro tipo. Estos
ratones quimera los cruzamos con un raton enfermo y la descendencia fue heterocigota para la mutacion y
heterocigota para la reversion de la enfermedad, por lo que mediante cruzamientos de heterocigotos
obtuvimos un 75% ratones sanos, aunque sélo un 25% homocigotos dominantes.

En el presente estudio hemos demostrado la posibilidad de realizar una terapia génica efectiva a través de
la cual poder revertir una enfermedad genética en la etapa embrionaria del raton. Los resultados
preliminares de este trabajo sugieren la posible efectividad del proceso en modelos in vivo. Actualmente
se estan aprobando estudios con esta técnica en embriones humanos para estudiar la funcion de diversos
genes en etapas tempranas del desarrollo, por lo que no es descabellado pensar que, en un futuro proximo,
sea un proyecto plausible para realizar.
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Figura 2. PCR de comprobacion del CRISPR. Con primers de amplificacion del exén 10 wild-type.
Se utilizd como control negativo el H20.

Una vez concluida la terapia génica, decidimos realizar unos ensayos de comprobacion in vitro para
observar la electividad de ésta. Primero de todo quisimos ver la actividad intrinseca del receptor TrkA,
para ello, adicionamos a las neuronas el factor de crecimiento nervioso (NGF) y observamos la actividad
a lo largo del tiempo, desde el inicio hasta las 24 horas, utilizando el anticuerpo anti-P-TrkA, indicador de
la actividad del receptor, por western-blot. Como se puede ver en la figura 3, si la terapia génica es
efectiva esperamos observar un aumento de la cantidad de receptor fosforilado a partir de tiempos
cercanos como 30 minutos respecto a las células control, que contienen la mutacién y por tanto no
muestran ningun indicio de fosforilacion y actividad del receptor a ningtin tiempo.

De este modo, esta terapia ayudaria a devolver la funcionalidad del receptor TrkA, el cual a través de su
autofosforilacion podré continuar con la cadena de sefializacion a través de las diferentes rutas que
ayudan en el crecimiento y diferenciacion de neuronas nociceptoras, mejorando la ausencia de
sensibilidad al dolor y ayudando también a la diferenciacion de las neuronas que inervan las glandulas
sudoriparas, mejorando a su vez la falta de sudoracion en personas con esta enfermedad.
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Figura 3. Western-blot de p-TrkA tras la terapia génica. Muestra el aumento de la fosforilacion y
actividad del receptor TrkA tras la adiccion de NGF en neuronas nociceptoras sanas frente a las
mutadas (Control).

Posteriormente realizamos otro ensayo para analizar la variacion en la apoptosis neuronal tras la terapia
génica mediante citometria de flujo con el fin de observar la fragmentacion del DNA usando ioduro de
propidio como agente intercalante y valorando la fase sub Go del ciclo celular. Como se puede observar
en la figura 4, las células control tienen un porcentaje alto de apoptosis, mientras que después de la
terapia génica esperamos observar una disminucion de la fase Sub Go tras las 24 horas del tratamiento
parecida a la de la imagen, lo que nos indica la efectividad de esta terapia. Esta menor apoptosis se podria
relacionar con una mayor cantidad de neuronas del dolor activas y funcionales que ayudan a mejorar los

sintomas de la enfermedad.
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Figura 4. Experimento de citometria de flujo. Se aprecia las distintas fases del ciclo celular en
porcentaje tanto en células control como en células tratadas con Crispr a las 24 horas.

Por ultimo, quisimos observar la cantidad de proteina MAP-2c [14], presente en los axones neuronales,
antes y después de la terapia génica. Para ello analizamos la cantidad de proteina por western-blot
utilizando el anticuerpo anti-MAP-2c. Observando la figura 5, vemos que tanto en las células sanas como
en el control aparece esta proteina en torno a 80 KDa, aunque en menor medida en las células control, las
cuales poseen la mutacion. Cuando a las células se les realiza la terapia génica observamos un aumento
considerable de la expresion de esta proteina asociada a una mayor diferenciacion neuronal y por tanto a
una terapia efectiva.

Se ha descrito que esta mayor diferenciacion del axén facilita la transmision de la sefial desde las
neuronas periféricas hasta el nervio aferente que conecta con la médula espinal, lo que ayuda a la buena
sefalizacion por los nervios eferentes para mejorar la reaccion a estimulos dolorosos.

Por otra parte, hace poco se ha visto que una proteina del virus del herpes simple, la glicoproteina G, esta
relacionada con la diferenciacion axonal de las neuronas a través de la modificacion de la ruta de
sefializacion NGF-TrkA, lo que plantea una posible terapia futura utilizando esta proteina en estos tipos
de enfermedad [15].
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Figura 5 Western-blot de MAP-2c tras la terapia génica. Muestra el aumento de la proteina MAP-2¢c
en las células tratadas con CRISPR frente a las células control.

Todas estas pruebas ayudan a mostrar la efectividad de la posible terapia génica propuesta en el presente
trabajo. A dia de hoy la terapia génica sigue siendo un tratamiento costoso y poco utilizable en la
poblacion, debido principalmente a la alta especificidad que posee, pero con este trabajo ayudamos a
mostrar los cuantiosos beneficios que ofrece en esta patologia al igual que en muchas otras, ya que no
solo ayudan a paliar los sintomas de la enfermedad sino que a través de la modificacion genética se podria
conseguir la extincion de esta enfermedad y ayudar a mejorar la vida de muchisimas personas en el
futuro.

Conclusiones

Las conclusiones esperables de este estudio tedrico serian las siguientes:

La técnica CRISPR consigue revertir de forma eficaz la mutacion en el gen NTRK1.
La terapia génica mejora la fosforilacion y actividad del receptor TrkA.

La terapia génica consigue una menor apoptosis neuronal.

La terapia génica mejora la diferenciacion del axén de la neurona nociceptora.
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