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RESUMEN

La enfermedad de Morquio A o Mucopolisacaridosis IV A es un trastorno de depésito lisosomal pro-
ducida por alteracion en la actividad de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS)
encargada de la degradacién de queratan y condroitin-6- sulfato. La enfermedad se caracteriza por
alteraciones 6seas, cardiacas y pulmonares. Aunque esta enfermedad es rara, algunos trabajos su-
gieren que Colombia puede ser uno de los paises con mayor nimero de pacientes. En el presente
articulo se revisara el estado actual de la enfermedad de Morquio A, haciendo especial énfasis en los
aportes realizados por investigadores colombianos para su avance. Progresos importantes se han
realizado en el desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico, modelos animales, terapia de reemplazo
enzimatico y terapia génica. En este Ultimo aspecto, el Instituto de Errores Innatos del Metabolismo
ha jugado un papel importante en el disefio y evaluacion de vectores derivados de virus adenoaso-
ciados, para el desarrollo de una estrategia de terapia génica para la enfermedad de Morquio A.

Palabras clave: Mucopolisacaridosis IV A, enfermedad de Morquio A, terapia génica, vectores
adenoasociados, direccionamiento a hueso.
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COLOMBIAN CONTRIBUTION TO KNOWLEDGE
OF MORQUIO A DISEASE

ABSTRACT

Morquio A disease or Mucopolysaccharidosis type IV A is a lysosomal storage disorder produced by
deficiency of the enzyme N-acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase (GALNS), which is involved in the
degradation of the glycosaminoglycans keratan sulfate and chondroitin-6-sulfate. Morquio A patients
are mainly characterized by bone, heart and lung manifestations. Although this is a rare disorder,
some studies suggest that Colombia could be one of the countries with the highest number of Morquio
A patients. This one is a State-of-the-Art review paper of the condition, furthermore emphasizing the
contributions of colombian researchers to the study of Morquio A disease. Significant progresses
have been done in the development of new diagnostic techniques, animal models, enzyme replace-
ment therapy, and gene therapy. Recentrly the Institute for the Study of Inborn Errors of Metabolism
has played a significant role in the design and evaluation of adenoassociated virus-derived vectors,
towards the development of a gene therapy strategy for Morquio A.

Key words: Mucopolysaccharidoses IV A, Morquio A, gene therapy, adenoassociated virus vec-
tors, bone targeting.

lNTRODUCCl()N familiar severa (2). Las principales caracteristicas

de los pacientes con MPS IVA incluyen: displasia
esquelética severa, hipoplasia de la odontoides,
pectus carinatum, genu valgum, laxitud de articula-
ciones, opacidad corneal, enfermedad de vélvulas
cardiacas y alteraciones respiratorias y auditivas;
sin las alteraciones del sistema nervioso central
observadas en otras MPS (1, 3, 4).

La N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa
(GALNS) es la enzima lisosomal encargada del cata-
bolismo de los glicosaminoglicanos (GAGs) queratan
sulfato (QS) y condroitin-6-sulfato (C6S), mediante
la remocion del sulfato presente en los residuos de
galactosa y N-acetilgalactosamina, respectivamente
(1). La deficiencia en la actividad de GALNS pro-
duce la mucopolisacaridosis IV A (MPS IVA, OMIM
253000) o enfermedad de Morquio A, en la que el
QS y C6S se acumulan en el interior del lisosoma,
produciendo alteraciones en la estructura celular de
diferentes tejidos, principalmente en hueso, cartilago
y cornea (1). La enfermedad fue inicialmente descrita
por el pediatra uruguayo Luis Morquio en 1929, en 4
hermanos que presentaban una distrofia esquelética

La MPS IVA es una enfermedad rara, con una
incidencia que varia entre 1:45.000 nacidos vivos
en Holanda y Portugal, a 1:76.000 nacidos vivos
en Irlanda del Norte (3). Colombia no cuenta con
cifras sobre la incidencia de esta enfermedad, sin
embargo, algunos estudios sugieren que Colombia
podria ser uno de los paises con mayor numero
de individuos afectados con MPS IV A (5, 6). Adi-
cionalmente, se ha documentado el hallazgo de
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esculturas precolombinas con claros rasgos de
individuos afectados con MPS IVA; lo que sugiere
la presencia del desorden en nuestra poblacion
desde la época prehispanica y la existencia de un
efecto fundador (7).

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo
para los pacientes afectados por esta enfermedad y
su manejo es realizado mediante terapia farmacolé-
gica (control del dolor e infecciones) y correcciones
quirurgicas (3). El trasplante de médula 6sea no
es una alternativa viable para el tratamiento de
pacientes MPS IVA debido a sus limitados efectos
sobre las anormalidades esqueléticas y oculares (8).
Por su parte, la terapia de reemplazo enzimatico,
que ha probado ser de gran utilidad en otras MPS y
enfermedades de depdsito lisosomal, ha mostrado
resultados promisorios en sus etapas preclinicas
(9-12), y en la actualidad se adelantan ensayos
clinicos de fase I/ll y Il (http://www.morquiobmrn.
com). La terapia génica, ampliamente explorada
en modelos animales de casi todas las mucopoli-
sacaridosis (13), ha mostrado ser una alternativa
viable para el tratamiento de la MPS IV A, a pesar
de aun encontrarse en etapas preclinicas (14-17).

En este articulo se presenta una revisién sobre
la enfermedad de Morquio A, destacando los aportes
realizados por nuestros grupos de investigacion
para su diagnostico y tratamiento.

EL GEN Y LA ENZIMA GALNS

El gen humano GALNS se encuentra localizado
en el cromosoma 16q24.3 y posee una longitud de
50 kb con 14 exones y 13 intrones (18). Un ARNm
de 2,3 kb es sintetizado a partir del gen GALNS,
con un marco abierto de lectura de 1,5 kb que co-
difican para una proteina de 522 aminoacidos (19).
El contenido GC en la region reguladora 5°, sumado
a la ausencia de una caja TATAy la presencia de
un alto numero de sitios de uniéon para el factor de

trascripcion Sp1, sugieren que este es un gen de
expresion constitutiva (15, 18).

Cerca de 150 mutaciones han sido identifica-
das en el gen GALNS, incluyendo mutaciones de
sentido errado (69%), sin sentido (5%), alteraciones
de corte y empalme (7%), deleciones pequefas
(13%) y grandes (2%), e inserciones (4%). El 46%
de estas mutaciones ocurren menos de tres veces
en el total de la poblacion sugiriendo una elevada
heterogeneidad molecular en las mutaciones sobre el
gen GALNS (20, 21). Parala poblacion colombiana
se identificaron las mutaciones p.G301C, p.S162F y
p.F69V en pacientes del viejo Caldas, de las cuales
la ultima no ha sido reportada en otras poblaciones
(6, 20). Posteriormente, las mutaciones p.A75G
y pR386C fueron identificadas en pacientes del
departamento de Boyaca (Saboya y Chiquinquira),
de las cuales la primera no se ha identificado aun
en otros pacientes latinoamericanos (22).

Apesar de la elevada heterogeneidad molecu-
lar de las mutaciones, se han observado algunas
asociaciones genotipo-fenotipo. Asi, la mayoria
de las mutaciones puntuales estan asociadas con
fenotipos atenuados, mientras que mutaciones sin
sentido, deleciones grandes y alteraciones del sitio
de corte y empalme se encuentran asociadas con
fenotipos severos (20).

La enzima GALNS es un homodimero de 120
kDa, con mondémeros de 60 kDa que son procesados
a polipéptidos con un peso molecular de 40 kDa y
15 kDa unidos por un enlace disulfuro (23). Al igual
que otras enzimas y proteinas lisosomales, GALNS
posee un péptido sefial de 26 residuos que dirige la
proteina naciente al reticulo endoplasmatico (RE),
en donde es inicialmente modificada por glicosila-
cion cotranslacional en dos asparaginas (24). Esta
glicosilacion involucra la transferencia en bloque de
un oligosacarido formado por tres glucosas, nueve
manosas y 2 residuos de N-acetilglucosamina.
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Antes de salir del RE tres residuos de glucosa y
uno de manosa son removidos del oligosacarido
(25) (Figura 1).

Figura 1. Estructura terciara de GALNS.
La prediccion de la estructura terciara se realizé
empleando el servidor I-tasser (http://zhanglab.ccmb.
med.umich.edu/I-TASSER/). La prediccion de los dos

posibles sitios de glicosilacion, asi como la generacion del
modelo glicosilado fueron realizados con la herramienta
GlyProt (http://www.glycosciences.de/modeling/).

Antes de ser plegada en el RE, GALNS es
activada por la enzima generadora de formilglicina
(FGE). FGE es una enzima del RE responsable
de la conversion de cisteina a formilglicina en el
sitio activo de las sulfatasas, representado por la
secuencia consenso CXPSRXXX[L/M]TG[R/K/L]
y ubicado en el extremo N-terminal de la proteina
(26). Para el caso especifico de GALNS humana
el sitio activo se encuentra en la posicion C79 (24).
FGE es codificada por el gen SUMF1 (SUlfatase
Modifying Factor 1). Este gen es un factor limitan-
te y esencial en la actividad de las sulfatasas por
las siguientes razones: (i) mutaciones en SUMF1
producen la deficiencia multiple de sulfatasas,
en donde la actividad de todas las sulfatasas se
encuentra afectada, (ii) la sobrexpresion de una

sulfatasa produce activacion parcial de la enzimay
disminucioén en la actividad de otras sulfatasas por
saturacion del sistema, y (iii) la coexpresion de una
sulfatasa con SUMF1 lleva a un marcado incremento
en la actividad de la respectiva sulfatasa (27, 28).

A diferencia de las proteinas de membrana
o de la ruta secretora, en las que las cadenas de
oligosacaridos son procesadas a unidades que
contienen acido sialico, las enzimas lisosomales
son modificadas por la adicion de residuos de fos-
fomanosil, el cual funciona como un componente
esencial en el reconocimiento del receptor de
manosa-6-fosfato en Golgi (29). Una vez llevadas
a cabo estas modificaciones sobre la cadena de
oligosacaéridos, la enzima se une al receptor de
manosa-6-fosfato y abandona Golgi en vesiculas
recubiertas de clatrina, que la dirigen al sistema
endosomal/lisosomal. Cerca del 2 al 20% de la
enzima es secretada antes de llegar al lisosoma,
la cual puede ser recapturada de manera autocrina
0 paracrina por unién con receptores de manosa-
6-fosfato ubicados en la membrana celular. Esta
capacidad de captura celular y direccionamiento
al lisosoma constituyen la base para el desarrollo
de terapias de reemplazo enzimatico, génica y
celular (25, 29, 30).

CLINICA

La MPS IV A es una enfermedad caracteri-
zada por la acumulacion lisosomal de QS y C6S
principalmente en hueso y cérnea (1). El fenotipo
de la enfermedad varia desde una forma severa
caracterizada por una marcada displasia esquelé-
tica, estatura corta, facies toscas, hipoplasia de la
odontoides, pectus carinatum, cifoescoliosis, genu
valgum, laxitud de articulaciones, alteraciones au-
ditivas, opacidad corneal, enfermedad de valvulas
cardiacas, infecciones respiratorias recurrentes y
hepatoesplenomegalia leve (Figura 2); a formas
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atenuadas con menor compromiso 6seo (1, 3, 4).
Los pacientes con fenotipos severos sobreviven
con frecuencia hasta la segunda o tercera década
de vida, mientras que los individuos con fenotipos
medios o atenuados pueden llegar a la séptima
década de vida, siendo las principales causas de
muerte la mielopatia cervical o la falla cardiaca (3).

Aunque los pacientes con MPS IV Ano presen-
tan las alteraciones sobre sistema nervioso central
observadas en otras MPS, un reciente analisis de
las funciones intelectuales y neuroldgicas de pacien-
tes MPS IV A mostré anormalidades cognitivas en
cerca de la mitad de los individuos estudiados, asi
como problemas de atencién y anormalidades en
las imagenes de resonancia magnética nuclear; sin
identificarse patrones especificos que se pudieran

Hipoplasia de
la odontoides

Pectus carinatum
Deformidades
enmufiecas, codos y

hombros

Laxitud
de articulaciones

asociar directamente con la deficiencia de la enzima
GALNS (31). A pesar del debate despertado por
estos resultados, el estudio muestra la necesidad de
continuar trabajando en este campo para entender el
impacto de la alteracion enzimatica sobre el sistema
nervioso central y periférico en pacientes Morquio A.

Los pacientes con MPS IV Ano presentan ma-
nifestaciones clinicas al momento del nacimiento.
Los primeros sintomas de la enfermedad, en la
mayoria de los casos, se presentan alrededor del
segundo afo de vida, siendo los mas comunes
las deformidades 6seas, la corta estatura y las
anormalidades en la marcha (3, 32). En la nifiez
temprana, los primeros problemas ortopédicos
son la cifosis en la union toracico-lumbar y una
leve prominencia del esternon, la cual evoluciona
rapidamente a pectus carinatum (3).

Aplanamiento de la cabeza del fémur.
Pobre desarrollo del cuello femoral.

Alteraciones en la marcha
Genu algum

Figura 2. Caracteristicas Clinicas.
Principales caracteristicas clinicas observadas en pacientes con fenotipo clasico de mucopolisacaridosis IV A.

ISSN: 0120-5498 « MEDICINA (Bogota) Vol. 34 No. 3 (98) Pags. 221-241 - Septiembre 2012 225



Carlos Javier Alméciga D., Adriana Maria Montafo S., Shunji Tomatsu, Luis Alejandro Barrera A.

La cabeza se encuentra desplazada hacia
atras debido al cuello corto, y aunque es normal en
tamano, parece anormalmente grande comparada
con el cuerpo. El genu valgum aparece durante este
periodo causando dificultades para caminar (4). Las
deformidades de las articulaciones son evidentes
en las munecas, rodillas, tobillos, codos y hombros.
En las extremidades superiores se presenta pérdida
de movimiento, mientras que en las extremidades
inferiores el aplanamiento de la cabeza del fémur
y el pobre desarrollo del cuello femoral, llevan a un
movimiento restringido de la cadera, alteraciones en
la marcha y dolor al caminar o estar de pie (4, 33).

Al momento del nacimiento la longitud de los
pacientes MPS IV A es similar a la observada en
individuos no afectados. Durante los dos primeros
afnos de vida en ambos géneros el percentil 50 de la
altura es muy cercano al encontrado en poblaciones
normales. Sin embargo, a partir del cuarto afio de
vida estos valores comienzan a caer rapidamente
y los pacientes con fenotipo severo alcanzan su
altura maxima a los 9 y 11 afios en nifias y nifios,
respectivamente, mientras que los pacientes con
fenotipo atenuado contindan creciendo hasta la
adolescencia. La altura media de los pacientes MPS
IV A adultos con fenotipo severo es en promedio
50 cm inferior a la observada en individuos control
de la misma edad (34).

De igual forma, en el momento del nacimiento
los pacientes MPS IV A presentan un peso similar o
incluso ligeramente mayor con respecto a valores de
individuos sanos. Cuando los pacientes alcanzan la
adolescencia el peso se encuentra dos desviaciones
estandar (DE) por debajo del valor observado en
controles normales de la misma edad, llegando a
estar hasta tres DE por debajo de los valores con-
trol cuando llegan a la edad adulta. Sin embargo,
aproximadamente el 7% de la pacientes presenta
sobrepeso y entre el 10 y 15% estan en riesgo de
sufrirlo, lo cual puede generar estrés en los huesos

y articulaciones, representando un factor de riesgo
para el deterioro de la salud de los pacientes (34).

La alteracion en la formacion del cartilago y
ligamentos se manifiestan principalmente en las
vértebras, debido a una maduracion anormal como
resultado de una incompleta osificaciéon endocondral.
Las vértebras presentan platiespondilia con bordes
irregulares, discos intervertebrales mas angostos de
lo normal y un canal espinal angosto (4, 35). Estas
alteraciones llevan a hipoplasia de la odontoides,
cifosis y compresion espinal, la cual puede produ-
cir alteraciones neuroldgicas como paraparesis, o
incluso paraplejia o cuadriplejia (36-39).

A nivel bucal se presentan dientes pequefios,
incisivos en forma de pala, dientes posteriores
céncavos y esmalte delgado y de color opaco o
amarillento (40). Debido a los problemas 6seos y
de articulaciones que dificultan el cuidado personal,
y a un esmalte delgado y fragil, los pacientes con
MPS IV A desarrollan problemas de higiene oral
gue en ocasiones resultan en gingivitis (40).

Los problemas respiratorios en pacientes MPS
IV Aincluyen dificultad respiratoria por deformidades
en la caja toracica, obstruccion de vias superiores
durante la flexion de la cabeza, infecciones recu-
rrentes, apnea del suefio (evidencia por ronquidos)
y una traquea angosta (41, 42). Un hallazgo impor-
tante es que a medida que los pacientes superan
la expectativa de vida promedio (20 a 30 afios), se
observa la aparicion de falla respiratoria progresiva
tipo dos, que en la mayoria de los casos lleva a la
muerte del paciente (41, 42).

DIAGNOSTICO

El analisis de GAGs en orina fue el primer mé-
todo disponible para el diagnoéstico de las MPS 'y en
la actualidad es utilizado como prueba diagndstica
preliminar. Las pruebas cualitativas incluyen la pre-
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cipitacion de GAGs con albumina acida, bromuro de
cetiltrimetilamonio o cloruro de cetilpiridinio, las cua-
les pueden ser utilizadas en métodos cuantitativos
turbidimétricos cuando los valores son corregidos
de acuerdo con la concentracién de creatinina y
la edad del paciente, reduciéndose el numero de
falsos negativos o positivos (43). Sin embargo, la
cuantificacion turbidimétrica con cloruro de cetilpi-
ridinio presenta baja sensibilidad en muestras de
pacientes con MPS IV A (44). Uno de los métodos
mas usados para la deteccién y cuantificacion de
GAGs en orina es la prueba colorimétrica con azul
de dimetilmetileno, el cual presenta una sensibili-
dad cercana al 100%, una especificidad alrededor
del 90% y la capacidad de permitir el diagnostico
de pacientes MPS 1, Il y IV, los cuales no son
facilmente diagnosticados por los otros métodos
turbidimétricos (44, 45). Aunque la cuantificacién
turbidimétrica de GAGs en orina ofrece un tamizaje
efectivo para muchas MPS, los niveles de GAGs
en pacientes MPS IVA estan proximos al rango de
normalidad y disminuyen con la edad, dificultando
el diagnoéstico de estos pacientes (46). Esto hace
que sea necesario el desarrollo de nuevos métodos
de diagnostico mas sensibles para MPS IVA. Los
GAGs en orina pueden ser identificados cualitativa-
mente por medio de separacion electroforética en
soluciones tampdn de barbitona, acetato de bario,
acetato cuprico o sulfato de zinc (43).

En general, el diagnostico definitivo de las
MPS se establece por determinacién de la actividad
enzimatica. Para MPS IVA la actividad GALNS es
determinada en leucocitos y fibroblastos empleando
el sustrato artificial fluorogénico 4-metilumbeliferil-R3-
D-galactopiranésido-6-sulfato. La reaccion requiere
la accion secuencial de las enzimas GALNS y
b-galactosidasa para la liberacién del compuesto
fluorogénico 4-metilumbeliferona (Figura 3). En pa-
cientes MPS IV A con fenotipos severos la actividad
GALNS en leucocitos es inferior al 5% de los valores
encontrados en individuos no afectados, mientras

que en fibroblastos la actividad se encuentra por
debajo del 1% (47). En pacientes con fenotipos
atenuados la actividad enzimatica pueden variar
desde 1,2% hasta 37% de los valores normales (48),
y en heterocigotos esta en unrango entre 40y 70%
(47). El diagnostico prenatal puede ser realizado
en liquido amnidtico o vellosidades corionicas (49).
Recientemente se reporté la validacion del método
de cuantificacion de actividad enzimatica GALNS en
muestras de sangre en papel de filtro (50). Aunque
este método requiere un periodo de incubacién mayor
que el empleado con el método estandar, presenta
una alta sensibilidad y especificidad permitiendo la
identificacion de pacientes MPS IV A.

Debido a que la MPS IV A es la Unica MPS en
donde el metabolismo de QS se encuentra alterado,
este GAG constituye un marcador potencial para el
diagnéstico de la enfermedad. Tomatsu et al. (46),
desarrollaron una prueba de ELISA empleando un
anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente
QS, para su cuantificacion en sangre y orina. Los
resultados mostraron que la concentracién de QS en
pacientes MPS IV Ae individuos no afectados varia en
relacion con la edad, mostrando un pico de entre los
cincoy diez afos de vida el cual disminuye lentamente
hasta los 20 afios, momento en el cual los valores se
estabilizan. Sin embargo, los valores de QS en sangre
son significativamente mayores en pacientes MPS
IV A que en individuos no afectados. En orina el pico
de excrecion se logra durante los primeros 5 afios
de vida, disminuyendo lentamente hasta los 12-13
afnos y marcadamente a partir de este punto hasta
estabilizarse después de los 20 afos. Aligual que en
sangre, los valores de QS en orina de pacientes MPS
VA se encuentran significativamente elevados, com-
parados con los valores de individuos no afectados.

Empleando el concepto de la cuantificacion de
GAGs en fluidos biolégicos como método diagnds-
tico, se ha desarrollado un método basado en la
determinacion de disacaridos derivados del quera-
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Figura 3. Reaccion enzimatica para cuantificacion de GALNS.
La determinacion de la actividad enzimatica de GALNS se realiza con el sustrato artificial fluorogénico 4-metilumbeliferil-
-D-galactopirandsido-6-sulfato, en un proceso que involucra la acciéon secuencial de GALNS y de la B-galactosidasa

(B-Gal) para liberar el fluorégeno 4-metil-umbeliferona.

tan, heparan y dermatan sulfato por cromatografia
liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS) (51, 52). Con esta
metodologia se observé un aumento en los disaca-
ridos derivados de QS en muestras de pacientes
MPS IVA, comparado contra los valores obtenidos
en individuos no afectados. Este método representa
una herramienta importante para la implementacion
de pruebas de tamizaje neonatal en las MPS que
permitan un diagndstico sensible, asi como el inicio
de terapia a temprana edad (53).

Otra estrategia desarrollada para el diagnéstico
de pacientes MPS IV A consiste en la cuantificacion
de la enzima GALNS en fibroblastos, plasma o
sangre en papel de filtro empleando anticuerpos
monoclonales especificos para la enzima (54).
Basado en el hecho de que las mutaciones sobre
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el gen GALNS tienen un efecto directo sobre la es-
tabilidad y plegamiento de la proteina, este método
permite identificar pacientes MPS IVA con base en
la disminucion de la cantidad de enzima tanto en
plasma como en muestras de papel de filtro (54).
De forma similar, en el Instituto de Errores Innatos
del Metabolismo hemos desarrollado en huevos
de gallina anticuerpos IgY policlonales epitope-
especificos anti-GALNS (55), los cuales podrian
ser empleados para el desarrollo de estrategias
diagndsticas similares.

MODELOS ANIMALES

A diferencia de algunas enfermedades de
depdsito lisosomal que cuentan con modelos ani-
males naturales (56), para la MPS IV A no se han
identificado modelos animales espontaneos que
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compartan las caracteristicas bioquimicas o clinicas que se han empleado en la evaluacién de las estra-
de la enfermedad. Por tal motivo fue necesario el tegias de terapia génica y reemplazo enzimatico.
desarrollado modelos murinos knock-out o knock-in,

Tabla 1. Principales caracteristicas de los modelos murinos de MPS IVA.

K"°g‘:ﬂ‘: _(I“_"KC) Tolerante (MTOL) Knock-in (C2)
tm(hC79S:mC76S)slu tm(mC76S)slu
(58) Galns (59) Galns (60)
i o . . pC76S en el gen murino y pC79S
Mutacion Delecion enintron 1y exén 2 en el ADNG de GALNS humana pC76S
Las enzimas murinay humana son . N N
. L , L C Galns murina es sintetizada pero es inactiva
Proteina No sintesis de proteina sintetizadas en la formainactiva por . o .
- o . por mutacion en el sitio activo
mutacion en el sitio activo
Actividad GALNS
(% nivel normal) 2,6 2,5 3,0
Higado 14 16 12
Bazo 0,04 22 40
Rifion
Cerebro 5,1 4,8 10,0
~ Hueso 39 46 54
Médula dsea 41 20 21
Suero
0 0 (plasma) 2,6
Actl_wdad deotras | R-GAL, a’-GAL, GUSB y R- | Valores qe IDS, ARSB yosulfam|- IDS, ARSB y sulfamidasa ligeramente au-
enzimas HEX estan levemente au- | dasaestan entre el 5-30 % de los
- mentadas.
lisosomales mentadas. valores normales.
Histopatologia Almacenamiento en células | Adicional a lo observado en el | Almacenamiento en células del sistema ma-
sinusoidales (higado), célu- | modelo MKC se observa crofagico.
las epiteliales del glomérulo, | almacenamiento en médula dsea, | Cumulos en células de Kupffer y del bazo en
valvulas cardiacas, neuronas | osteoblastos, osteocitos, condro- | menor proporcion que en el modelo tolerante.
del hipocampoy células gliales | citos y tejido conectivo, Minima vacuolizacion en valvulas cardiacas.
neocorticales. Placa de crecimiento del hueso | Reducida cantidad de GAGs en células epite-
Ausencia de almacenamiento | con estructura irregular, con una | liales del glomérulo.
en osteoblastos, osteocitos o | capa proliferativa mas cortay una | Ausencia de cimulos en hepatocitos y células
condrocitos. hipertréfica gruesa con pérdidade | del tibulo renal
la organizacion celular Menor almacenamientos en neuronas corticales
y del hipocampo que en el modelo tolerante
Ausencia de almacenamiento en osteoblastos
y osteocitos.
Reducido almacenamiento en condrocitos.
GAGs totalesentre 2y 6 veces | GAGs totales entre 2y 6 veces los
. GAGs totales normales
GAGs en orina los valores normales. valores normales. )
i . QS en orina no reportado.
QS en orina normal. QS en orina normal.

La clonacién y caracterizacion del gen murino El primer modelo desarrollado fue el ratén
Galns (57), permitio el desarrollo de tres modelos ani- Morquio Knock-out (MKC) producido por delecion
males paraMPS IV A. Las principales caracteristicas de en el intron 1 y el exdén 2 (58). Posteriormente se
los tres modelos se encuentran resumidas enla Tabla 1. construyé el modelo tolerante a la enzima humana
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(MTOL), el cual porta una mutacion puntual en el
sitio activo del gen murino (pC76S) y una copia del
ADNc humano con una mutacion en el sitio activo
(pC79S) (59). Finalmente se desarrollé un modelo
murino knock-in portando una mutaciéon puntual
en el sitio activo del gen murino Galns (C2) (60).
Los tres modelos muestran valores de actividad
GALNS inferiores al 10% de los valores normales
y cumulos de GAGs principalmente en células del
sistema fagocitario. A pesar que los tres modelos
comparten algunas de las caracteristicas histolégicas
observadas en pacientes con MPS [V A, los modelos
animales son fenotipicamente indistinguibles de
los ratones normales, no se observa el compro-
miso 6seo presente en los pacientes con MPS IV
Ay presentan fertilidad, peso y tasa de mortalidad
similar a la observada en animales silvestres. Este
hallazgo se encuentra relacionado con la ausencia
de QS en tejido esquelético (QS II) de raton (61).

TRATAMIENTO

Actualmente no existen medicamentos espe-
cificos para el tratamiento de la MPS IV A, y la mayo-
ria de las manifestaciones son manejadas mediante
tratamiento farmacoldgico paliativo o correcciones
quirargicas (3). En cuanto al manejo farmacolégico
se emplean principalmente antiinflamatorios no
esteroideos para el dolor de las articulaciones,
antibidticos para las infecciones pulmonares y
oxigeno para el manejo del compromiso pulmonar
y la apnea obstructiva del suefio (3).

Alrededor de los 5 afios de edad los pacien-
tes son comunmente sometidos a tonsilectomia y
adenoidectomia, para prevenir infecciones y difi-
cultades respiratorias (3). Debido a los problemas
de columna vertebral, principalmente la hipoplasia
del proceso odontoideo y la cifosis, los pacientes
con frecuencia son sometidos a descompresion
del canal espinal y fusién cervical, lo cual tiene un
impacto positivo importante en su calidad de vida

(36, 37, 39). Apesar que no existe un concepto claro
sobre el momento adecuado para su realizacion,
estas cirugias son realizadas en promedio alrededor
de los 10 afios de edad (3). A esta misma edad
aproximadamente el 30% de los pacientes son
sometidos a cirugias en la cadera, rodillas y fémur,
para corregir problemas de marcha y enderezar
la posicion de las extremidades inferiores (3, 33,
62). Independiente de la operacion realizada, se
debe prestar especial atencién durante la aneste-
sia debido a la dificultad para la intubacién y los
problemas respiratorios; asi como a la inestabilidad
cervical que puede llevar a paralisis o muerte por
subluxacion atlanto-axial (63).

El trasplante de médula 6sea ha probado tener
importantes beneficios en pacientes con MPS |,
[, Il 'y VI, aunque con resultados variables (64).
Adicional a la dificultad de conseguir un donante
compatible y al elevado riesgo de complicaciones,
el trasplante de medula ésea en pacientes MPS IVA
tiene un efecto limitado sobre las anormalidades
cardiacas, visuales y esqueléticas; (8). Sin embar-
go, recientemente se reportaron los resultados de
un paciente MPS IV A luego de cinco afios de un
trasplante alogénico de médula 6sea, observando
aumento de la actividad GALNS en linfocitos, mejo-
ramiento de la actividad motora, disminucion de las
complicaciones respiratorias y visuales y aumento
de la densidad ésea (1).

Debido a los resultados observados en otras
enfermedades de depdsito lisosomal (EDL) y a
la ausencia de complicaciones sobre el sistema
nervioso central, la MPS IV A es una enfermedad
susceptible de ser tratada por alternativas como
terapia de reemplazo enzimatico (TRE), terapia
génica y terapia de reduccion de sustrato (TRS)
(Figura 4). Mientras la TRE cuenta con ensayos
preclinicos y clinicos, la terapia génica aun se
encuentra en etapas preclinicas y la TRS aun no
ha sido evaluada para MPS IV A.
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Terapia de
_ . Reemplazo
Deficiencia Acumulacion de Enzimdtico
actividad queratan sulfato
GALNS condroitin-6-sulfato ‘
Proteina
Recombinante
o~
MORQUIO A
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GAGs

Administracion del
gen normal

t Transplante '

Terapia de médula Terapia
reduccion de osea Génica
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Figura 4. Estrategias terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Morquio A.
Las principales opciones de tratamiento se basan en la entrega de células madre de individuos no afectados (Trasplante
de Médula Osea), la administracién de una proteina recombinante (Terapia de Reemplazo Enzimatico), el uso de vectores
virales o no virales para mediar la entrega del gen normal a células afectadas para que estas produzcan cantidades
terapéuticas de la proteina (Terapia Génica), o la inhibicién, total o parcial, de la sintesis de los sustratos, limitando la

acumulacion de estos (Terapia de Reduccion de Sustrato).

Terapia de reemplazo enzimatico

Los beneficios clinicos de la TRE han sido de-
mostrados para varias enfermedades de deposito
lisosomal, incluyendo Gaucher, Fabry, Pompe, MPS
I, 11y VI (65, 66), en donde se halogrado una mejoria
de las manifestaciones somaticas y en la calidad de
vida de los pacientes (65, 66). Para el caso de la
MPS IV A se han realizado ensayos in-vitro e in-vivo
con enzimas recombinantes producidas en células
CHO o en Escherichia coli (9-12, 55). Los primeros
resultados, en uno de modelos murinos MPS IV A,
mostraron que tras la infusion de una enzima recom-
binante producida en células CHO, la actividad se
incrementé principalmente en higado, mientras que en
otros tejidos como hueso, pulmoén y rifidn, los valores
fueron significativamente menores que los observados
en ratones normales. El andlisis de biodistribucién
mostrdé que 24 horas postinyeccion la enzima fue

encontrada principalmente en higado y en una menor
cantidad en cerebro, pulmon, corazén, bazo y rifidn.
Un hallazgo importante fue que en hueso la enzima
fue encontrada en la region mineralizada y solo una
pequena cantidad en la placa de crecimiento (12).

El efecto de la infusion de la enzima recombi-
nante GALNS sobre la enfermedad fue evaluado
por infusidon semanal de la enzima durante 12
semanas en ratones adultos MTOL (9). En este
estudio se evalud el efecto de dos enzimas re-
combinantes: GALNS nativa y GALNS producida
por coexpresion con SUMF1 (SUMF1-GALNS).
Ambas enzimas mostraron un tiempo de vida media
en plasma similar, permaneciendo detectables en
sangre por 30 minutos. Después de 12 semanas
de tratamiento las dos enzimas permitieron una
reducciéon completa de GAGs en higado, bazo y
células sinusoides en médula 6sea. En ligamentos
y tejido conectivo alrededor del cartilago articular,
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asi como en osteoblastos y osteocitos, se observo
una leve disminucion en los cimulos de GAGs sélo
con SUMF1-GALNS. En la placa de crecimiento no
se observo mejoria de la estructura y los GAGs no
fueron eliminados completamente. La cuantificacion
de QS en plasma por LC-MS/MS mostré una dismi-
nucion a partir de la tercer semana de tratamiento,
alcanzando valores similares a los encontrados en
animales normales al cabo de las 12 semanas (9).

Aunque estos estudios mostraron el potencial
de la TRE para el tratamiento de la MPS IV Aaun era
necesario aumentar la distribucion de la enzima en
hueso, especificamente hacia la placa de crecimiento
y lograr la recuperacion de la estructura de este tejido.
Por este motivo, en la Universidad de Saint Louis se
disefd una enzima GALNS recombinante portando
una sefial de direccionamiento a hueso conformada
por un péptido cargado negativamente ubicado en el
extremo N-terminal de la proteina. La adicién de la
sefal de direccionamiento a hueso permitié aumentar
la vida media de la enzima en sangre, asi como su
afinidad por hueso, produciendo una disminucion
significativa de los cumulos de GAGs en hueso,
médula 6seay valvulas cardiacas (11). Sin embargo,
Dvorak-Ewell et al. mostraron la posibilidad de exponer
la enzima a hueso, especificamente a la placa de
crecimiento, sin la necesidad de adicionar la senal
de direccionamiento (10). La razdn por la cual esta
enzima es capaz de llegar a la placa de crecimiento
es desconocida, sin embargo, los ensayos no fueron
realizados con el modelo murino de la enfermedad,
por lo que los beneficios de esta enzima sobre el
fenotipo de la enfermedad son desconocidos.

Recientemente, el Instituto de Errores Innatos
del Metabolismo mostro la posibilidad de producir
en E. coli una enzima GALNS recombinante activa
(55). Apesar que E. colino realiza N-glicosilaciones,
si tiene la capacidad de realizar la modificaciéon de
cisteina a formilglicina para la activacion de la enzima
(67). De esta forma, estos resultados sugirieron que:

(i) las N-glicosilaciones parecen no ser necesarias
para la produccion de una proteina recombinante
activa, y (ii) la enzima FGE procariota es capaz de
reconocer y activar una sulfatasa humana mostrando
el alto grado de conservacién de este mecanismo
celular (55). La purificacién y caracterizacion in-vitro
de la proteina producida en E. coli permitié demostrar
que las N-glicosilaciones no son necesarias para la
produccién de una proteina activa o para su esta-
bilidad, pero si para mediar la captura celular de la
proteina (68). Aunque aun es necesario ampliar estos
estudios, estos resultados muestran el potencial de
esta enzima recombinante en el desarrollo de una
nueva estrategia de TRE para MPS IV A.

Terapia génica

Segun la Sociedad Americana de Terapia Gé-
nica y Celular, la terapia génica se puede definir
como el conjunto de estrategias que modifican la
expresion de un gen o que corrigen genes anorma-
les, mediante la administracién de un acido nucleico
(ADN o ARN) especifico (69).

Las MPS son excelentes candidatas para su
tratamiento por terapia génica por las siguientes
razones: (i) teéricamente solo el 10% de la actividad
enzimatica permite pasar de un fenotipo severo a uno
atenuado, pues valores cercanos a este porcentaje, e
incluso inferiores, son encontrados en pacientes con
las variantes medias y atenuadas de la enfermedad
(70), (ii) no es necesaria una regulacioén estricta del
transgen, debido a que los genes de las enzimas
lisosomales presentan expresion constitutiva (56), (iii)
es posible realizar la correccion del defecto en células
no transducidas por el vector gracias al mecanismo
de correccion cruzada mediada por el receptor de
manosa-6-fosfato (71), (iv) ensayos preclinicos en
diferentes modelos animales (ratén, rata, perro y
gato) han permitido niveles enzimaticos terapéuticos
hasta por 1,5 afios en raton (72) y 3 aios en perros
(73), con importantes correcciones bioquimicas y
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clinicas, y (v) en las enfermedades producidas por
la deficiencia de una sulfatasa, la coexpresion con
SUMF1 ha permitido aumentos significativos en la
actividad de sulfatasa recombinante (74, 75). Dife-
rentes vectores han sido empleados para realizar la
transferencia génica en modelos animales de EDL,
siendo los mas frecuentes los lentivirus, adenovirus
y virus adenoasociados (13, 76, 77).

El primer trabajo de transferencia génica para
la MPS IVAfue el desarrollado por Toietta et al. (17),
en el que se empled un vector retroviral portando
el gen de GALNS para transducir fibroblastos y lin-
focitos de sangre periférica de individuos normales
y pacientes Morquio A, asi como queratinocitos
humanos, mioblastos de raton y sinoviocitos de
conejo. El uso de este vector permitié obtener va-
lores de actividad enzimatica entre 5y 50 veces por
encima de los encontrados en células normales, asi
como una reduccién de los GAGs a niveles iguales
o menores a los encontrados en células normales.

Durante los ultimos anos el Instituto de Errores
Innatos del Metabolismo en colaboracién con la
Universidad de Saint Louis (USA), ha trabajado en
el desarrollo de una estrategia de terapia génica
para el tratamiento de la enfermedad de Morquio
A. Para este objetivo se seleccionaron vectores
derivados de virus adenoasociados (AAV). Los AAV
son virus no envueltos pertenecientes a la familia
Parvoviridae genero Dependovirus, constituidos por
un genoma de ADN de cadena sencilla de 4,7 kb
(78). Dentro de los diferentes vectores empleados
en terapia génica, los vectores derivados de AAV
han ganado importancia durante los ultimos afos
por presentar un buen perfil de seguridad, no estar
asociados con la generacion de fuertes efectos
adversos, y bajo ciertas condiciones, permitir la
expresion del transgen por periodos prolongados
de tiempo (78-80). En el caso de los MPS estos
vectores han sido empleados en modelos animales
de MPS |, II, 1A, 1lIB, Vl'y VII (13, 76).

Los primeros trabajos para el uso de vectores
AAV en MPS IV A estuvieron encaminados al esta-
blecimiento y apropiacion de las técnicas de clona-
cién y produccién de los vectores. En esta etapa se
demostrd el aumento de la actividad enzimatica en
fibroblastos MPS IV Ay células HEK293 transducidas
con los vectores AAV. Este estudio constituy6 el primer
trabajo de transferencia génica utilizando vectores
virales en el pais, y mostro la posibilidad de realizar
la correccion del defecto genético en pacientes con
MPS IV Aempleando vectores AAV (16). Sin embargo,
por esa época algunas publicaciones comenzaron
a mostrar las limitaciones del uso de promotores
virales para realizar la expresion del gen de interés
(81). Debido a que el vector previamente construido
empleaba el promotor del citomegalovirus (CMV), en
el siguiente trabajo se enfoco en el estudio de pro-
motores no virales que permitieran obtener niveles
de expresién similares al obtenido con el promotor
CMV, y a la evaluacion de los mismos en cultivos
celulares y en el modelo murino de la enfermedad.

La primera parte del trabajo comparé in vitro
el efecto de promotor del CMV con los promotores
eucaridticos del factor de elongacion 1a. (EF1) y de
la a1 antitripsina humana (AAT) (14). Los resultados
mostraron que los promotores eucariéticos (AAT
y EF1) permitian niveles enzimaticos similares a
los obtenidos con el promotor CMV, sin observar
una regulacién negativa del promotor CMV, lo cual
diferia de los reportes de silenciamiento de este
promotor observados por nosotros y otros grupos de
investigacion (15, 81). Sin embargo, esos estudios
empleaban vectores retrovirales, adenovirales o
plasmidos (82-85), y hasta ese momento no se habia
realizado un estudio detallado del silenciamiento del
promotor CMV en el contexto de un vector AAV2. De
esta manera los resultados de esta primera etapa
sugirieron, por primera vez, la existencia de un
mecanismo inducido por el vector AAV que evitara
el silenciamiento del promotor CMV, lo que podria
explicar los reportes en los que el uso del promotor
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CMV y un vector AAV han permitido la expresion
de diferentes genes por periodos hasta de un afio
y medio en ratones (81, 84, 86, 87).

Otro de los factores importantes en el desa-
rrollo de una terapia génica para la enfermedad de
Morquio A es la coexpresion con SUMF1. En este
aspecto se logré demostrar que la coexpresion con
SUMF1, independiente del promotor utilizado, per-
mitia un aumento hasta de 4 veces en la actividad
enzimatica en el lisado celular (14). Por otro lado,
la actividad en el medio de cultivo fue detectada
exclusivamente en células coexpresando GALNS y
SUMF1, mostrando laimportancia de la coexpresion
con SUMF1 para lograr que la enzima producida sea
exportada y pueda ser capturada por las células no
transducidas. Un hallazgo importante, y no reportado
hasta ese momento, fue la variacion del efecto de
la coexpresion con SUMF1 observada en diferen-
tes tipos celulares. Mientras en células HEK293 la
actividad en el medio de cultivo era detectada con
relaciones GALNS: SUMF1 1:1, en fibroblastos era
necesario utilizar relaciones GALNS: SUMF1 1:2
para lograr detectar la enzima en el medio de cultivo;
mientras que en condrocitos murinos el aumento
fue menor que el observado en células HEK293 y
fibroblastos. En resumen, estos resultados mostraron
la importancia de la coexpresion con SUMF1ydela
seleccién adecuada de la relacion GALNS: SUMF1
dependiendo del tipo de células transducidas, para
lograr niveles terapéuticos de actividad enzimatica.

En la siguiente etapa se realizé la evaluacion
in-vivo de la terapia mediante la administracion del
vector AAT-GALNS, o la coadministracion de AAT-
GALNS y CMV-SUMF1, enratones MPS IV A(Tabla
2) (88). Al cabo de 12 semanas, la administracion
del vector AAT-GALNS permiti6 niveles de actividad
enzimatica en plasma del 8%, los cuales llegaron
a ser cercanos al 20% en animales coinyectados
con los vectores AAT-GALNS y CMV-SUMF1.
En tejidos los mayores niveles se observaron en

higado, con un 21y 37% de los valores normales,
para animales AAT-GALNS y AAT-GALNS: CMV-
SUMF1, respectivamente. En este ultimo grupo de
animales, se destaco el aumento significativo de la
actividad enzimatica en corazén y hueso (30 y 33%
de los valores normales, respectivamente), dos de
los tejidos mas afectados tanto en el modelo murino
como en los pacientes con MPS IVA, mostrando la
ventaja de la coadministracion con SUMF1. Otro
hallazgo importante fue el hecho de que no se ob-
servo silenciamiento del promotor CMV durante las
12 semanas del estudio, ratificando lo observado
en los ensayos in vitro y sugiriendo nuevamente
que el silenciamiento de este promotor puede estar
estrechamente ligado al tipo de vector utilizado.
Este trabajo constituyé la primer evidencia in vivo
de la posibilidad de realizar la correccién del defecto
genético en la enfermedad de Morquio A (88).

Durante el desarrollo de las etapas anteriores se
observo que los vectores AAV no poseian afinidad
por tejido 6seo, limitando asi la entrega del gen de
interés a este tejido. Elhueso es un tejido de soporte
vascularizado consistente en células y una matriz
extracelular mineralizada. Cerca de 100 millones de
personas sufren a nivel mundial de enfermedades
relacionadas con problemas 6seos, incluyendo os-
teoporosis, cancer, osteoartritis, artritis inflamatoria
y algunos errores innatos del metabolismo (89).
Por lo tanto, un agente terapéutico disefiado para
el tratamiento de estas enfermedades debe ejercer
principalmente su actividad farmacoldgica en este
tejido. La hidroxiapatita es el principal componente
inorganico del hueso y se encuentra presente de
forma exclusiva en este tejido, por lo que constituye
un blanco importante para el direccionamiento de
agentes terapéuticos a tejido 6seo (90). Tomando
como base la estrategia de direccionamiento a hueso
empleada para la enzima GALNS recombinante (11),
la tercera fase del proyecto consistié en adaptar
esta tecnologia para el direccionamiento a hueso
de un vector AAV. Para este fin, se construyd un
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vector AAV portando la senal de direccionamiento
a hueso en su capside, con el objetivo de alterar

Vector Nativo

&

Otros
tejidos

Biodistribucion
del vector
nado

Entrega de la enzima a
otros tejidos mediante
correccion cruzada

el tropismo natural del vector y permitir su biodis-
tribucion a hueso (Figura 5).

Vector Modificado
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" Produccion de
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correccion cruzada

Figura 5. Vector adenoasociado con seial de direccionamiento a hueso.
La seial de direccionamiento a hueso fue insertada en la capside del vector adenoasociado nativo para aumentar la
biodistribucion del vector a hueso. Mientras con el vector nativo la enzima llega a tejidos no transfectados (incluyendo
hueso) mediante el mecanismo de correccién cruzada, con el vector modificado las células 6seas son capaces de

producir su propia enzima.

La capside de los AAV esta formada por las
proteinas VP1, VP2 y VP3 (Figura 6a) que se
encuentran en una relaciéon 1:1:10. Estudios de
mutagénesis han mostrado que existen diferentes
posiciones dentro de las proteinas de la capside en
las que se puede realizar la insercién de péptidos
sin alterar significativamente los procesos de em-
paquetamiento y transduccioén (91, 92). Dentro de
estas posiciones, el extremo N-terminal de la proteina
VP2 representa uno de los sitios mas estudiados
debido a que no se afecta el sitio de unién utilizado
por el virus para entrar a la célula (93). A pesar
que un gran numero de estudios han mostrado los
beneficios de realizar la modificacién de la capside
del vector para aumentar su afinidad por células
pulmonares, endoteliales, islas pancreaticas, tejido

vascular, musculo, miocardio o células cancerigenas
(93), hasta el momento no se habia evaluado el
direccionamiento de un vector AAV a hueso.

La insercion de la sefal de direccionamiento
a hueso se realizé en el extremo N-terminal de la
proteina VP2 (Figura 6b) mediante mutagénesis sitio
dirigida en el plasmido de empaquetamiento. Luego
de comprobar la correcta insercion de la secuencia
codificando para la sefal de direccionamiento, el
vector fue evaluado tanto in-vitro como in-vivo para
comprobar su capacidad de empaquetaminto, trans-
duccién, afinidad por hidroxiapatita, biodistribucion'y
expresion. In-vitro, el vector modificado mostré una
afinidad del 100% por la hidroxiapatita, a diferencia
de lo observado con el vector nativo, el cual presentd
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Figura 6. Insercion de la seiial de direccionamiento a hueso en la capside del vector.
El genoma de los vectores AAV esta conformado por el gen Rep, que codifica para las proteinas Rep encargadas
de la regulacién de los procesos de replicacion, empaquetamiento e integracion, y el gen Cap que codifica para las
proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3, cuya diferencia radica en el coddn de inicio empleado. La secuencia de ADN
codificando para la sefial de direccionamiento a hueso fue insertada inmediatamente después del codén de inicio de

VP2, dentro del plasmido de empaquetamiento.

un porcentaje de afinidad inferior al 1%. Los estudios
en cultivos celulares mostraron que la presencia de
la sefial de direccionamiento no afecté la capacidad
de transduccion del vector, mientras que en los
ensayos in-vivo el vector con la sefial de direccio-
namiento a hueso permitié detectar el transgen en
concentraciones hasta 300 veces mas elevadas que
las observadas con el vector nativo. In-vivo el vector
modificado fue capaz de liberarse de la hidroxiapa-
tita y transducir las células adyacentes permitiendo

valores de actividad enzimatica en higado, corazon,
cerebro, médula 6sea y hueso, mayores que los
observados en animales inyectados con el vector sin
modificar (Tabla 2) [(94) y datos sin publicar]. Estos
resultados muestran el potencial de este vector mo-
dificado como herramienta importante no solo para
el tratamiento de la MPS IV A, sino también para el
tratamiento de otras enfermedades con problemas
Oseos como artritis, hipofosfatasia y errores innatos
del metabolismo con compromiso éseo.

Tabla 2. Actividad GALNS en plasma y tejidos postinyecciéon de vectores AAV en el modelo murino tolerante
de MPS IV A. Los valores se muestran como el porcentaje de actividad con respecto a los valores
de actividad observados en animales silvestres (C57BI/6)

AAV-GALNS:
o MSAIST s STAMOAIS
(12 semanas)
Plasma 8,5 19,4 NR
Higado 21,9 36,6 243
Bazo 45 5,4 3,2
Rifién 3,2 3,1 1,8
Pulmén 42 41 3,0
Corazon 6,5 30,6 61,8
Cerebro 4,0 9,1 35,8
Médula ésea 2,0 10,4 13,8
Hueso 0,2 33,3 41,9

' Vector con capside sin modificar

2 Los vectores AAV-GALNS y AAV-SUMF1 fueron coadministrados en una relacion 1:2. Estos vectores portan la capside sin modificar.
% Vector modificado portando cépside con sefial de direccionamiento a hueso.

NR = No realizado
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Durante los ultimos 30 anos se han realizado
importantes avances en el diagndstico y tratamien-
to para la enfermedad de Morquio A. En la ultima
década, mediante la colaboraciéon con los Drs.
Shunji Tomatsu y Adriana M. Montafio, colombiana
radicada en la ciudad de Saint Louis (USA), un
numero importante de investigadores colombianos
han participado activamente en la identificacion de
mutaciones, evaluacién de nuevas herramientas
diagndsticas, construccién de modelos animales
y en el desarrollo de estrategias de terapia génica
y de reemplazo enzimatico. Sin embargo, aun es
necesario profundizar en el conocimiento de las
bases moleculares de la enfermedad, el desarrollo
e implementacién de programas de tamizaje neona-
tal, el desarrollo de sistemas que permitan evitar el
rechazo inmunoldgico de la proteina recombinante,
la produccién de la proteina recombinante en otros
sistemas de expresion, y el desarrollo de alternativas
terapéuticas basadas estrategias de reduccion u
optimizacién de sustrato o el uso de chaperonas
farmacoldgicas. En la actualidad estas estrategias
se encuentran bajo evaluacion, en las cuales inves-
tigadores colombianos siguen realizando aportes
importantes que permitan seguir avanzando en el
conocimiento de esta enfermedad.
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