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La Mucopolisacaridosis tipo IVA (MPS IVA) o Síndrome de Morquio A es una 

enfermedad de depósito lisosomal causada por la deficiencia de la enzima N-

acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS). La ausencia de esta enzima conduce a la 

acumulación patológica de los glicosaminoglicanos (GAG) Queratán Sulfato (KS) y 

Condroitín-6-Sulfato (C6S), principalmente en los condrocitos y en la matriz extracelular 

del cartílago. Esto tiene un impacto directo en el desarrollo del cartílago y el hueso, lo 

que genera una displasia esquelética sistémica y un deterioro temprano del cartílago.  

El desarrollo de estrategias terapéuticas depende, en gran medida, de la 

generación de modelos animales que desarrollen las alteraciones patológicas de la 

enfermedad humana. Actualmente, no existe un modelo animal que desarrolle todos los 

signos clínicos de la MPS IVA, dado que los ratones modelo descritos no presentan la 

patología esquelética característica de los pacientes. A diferencia de los ratones, para 

diferentes enfermedades, las ratas modelo han desarrollado fenotipos más similares a 

los observados en pacientes humanos. Dada la necesidad de un modelo animal que 

mimetice las alteraciones patológicas de los pacientes de Morquio A, el primer objetivo 

de la presente tesis doctoral fue generar una rata modelo de la MPS IVA.  

Por ello, se generó la rata MPS IVA introduciendo la mutación humana missense 

más frecuente en pacientes (c.1156C>T) mediante la tecnología CRISPR/Cas9 y, 

posteriormente, se caracterizó este nuevo modelo. Este estudio evidenció que la rata 

MPS IVA era capaz de desarrollar los signos clínicos de la enfermedad de Morquio A, 

como son las alteraciones en el tamaño corporal, pérdida temprana del cartílago 

articular, hipertrofia de condrocitos, hipoplasia del esmalte y acumulación de GAGs en 

distintos órganos y tejidos. Además, se observó que, como consecuencia de la falta de 

actividad GALNS, las ratas MPS IVA presentaron una esperanza de vida 

considerablemente más corta en comparación con ratas sanas. 

Actualmente, no existe un tratamiento eficaz para la MPS IVA. La falta de eficacia 

terapéutica de la terapia de reemplazo enzimático (ERT) en la corrección de la patología 

esquelética y el elevado coste económico de las administraciones semanales, hace 

necesario el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas. La terapia génica in 

vivo, basada en la administración de vectores adenoasociados (AAV), representa una 

de las alternativas más prometedoras, ya que ha demostrado ser eficaz a largo plazo en 

el tratamiento de un gran número de enfermedades de origen genético.  

Por ello, en primer lugar, se estudió la capacidad de transducción del vector 

AAV9 del tejido óseo y del resto de los órganos afectados en pacientes de Morquio A. 

Los resultados obtenidos en el estudio de biodistribución del vector AAV9-GFP 
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demostraron una alta eficiencia de transducción de los huesos, dientes, órganos 

periféricos y sistema nervioso central (SNC).  

En la presente tesis doctoral se ha desarrollado una estrategia de terapia génica 

basada en la administración intravenosa de un vector AAV9 codificante para la proteína 

GALNS de rata (AAV9-Galns), con el objetivo de corregir las alteraciones fenotípicas 

observadas en la rata MPS IVA. Una única administración sistémica del vector 

terapéutico AAV9-Galns en ratas MPS IVA permitió el incremento de la actividad GALNS 

en suero y en todos los órganos y tejidos analizados, como hígado, tejido adiposo, 

fémur, tráquea, pulmón, corazón y encéfalo. Además, este tratamiento permitió una 

recuperación del peso corporal y de la longitud naso-anal, mejorando también la tasa de 

supervivencia. El tratamiento con AAV9-Galns llevó a una mejora de la patología del 

cartílago de crecimiento de las ratas MPS IVA no tratadas y a una normalización de los 

niveles de KS. Esto se tradujo, a nivel esquelético, en una normalización de la 

composición y estructura del hueso. Además, las ratas MPS IVA tratadas con el vector 

AAV9-Galns mostraron una mejoría de las alteraciones patológicas detectadas en las 

articulaciones, una reducción de los niveles de KS y una normalización de la fuerza de 

agarre. El tratamiento también fue capaz de recuperar el esmalte y mejorar las 

alteraciones dentarias de las ratas MPS IVA. A nivel periférico, se normalizaron los 

niveles de KS, reduciendo el número de células vacuoladas en el hígado, el sistema 

respiratorio y el cardiovascular. En cuanto al SNC, también se observó una 

normalización de los niveles de KS y de las alteraciones observadas en ratas MPS IVA 

no tratadas.  

 En conjunto, estos resultados mostraron que el nuevo modelo de rata MPS IVA 

era capaz de desarrollar los principales signos clínicos de los pacientes de Morquio A. 

Gracias a ello se pudo comprobar la eficacia terapéutica de la administración 

intravenosa del vector AAV9-Galns sobre el tejido óseo, los órganos periféricos y el 

SNC. La estrategia de terapia génica descrita en esta tesis doctoral puede constituir la 

base preclínica para la translación hacia la clínica de la transferencia génica de GALNS 

mediada por vectores AAV9 a pacientes de Morquio A. 
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1.  ENFERMEDADES POR DEPÓSITO LISOSOMAL 

1.1.  Lisosomas y enzimas lisosomales 

 Los lisosomas son orgánulos celulares rodeados por una bicapa lipídica que se 

encuentran en las células animales, descritos por primera vez en 1955 por Christian de 

Duve (Duve 2005). Estos orgánulos contienen enzimas hidrolíticas que degradan 

muchos tipos de biomoléculas y presentan un lumen ácido (pH 4,5-5,0) necesario para 

la activación de dichas enzimas. Además de la degradación de polímeros, el lisosoma 

está involucrado en otros procesos celulares, como la secreción, la reparación de la 

membrana plasmática, la señalización y el metabolismo energético.  

Los lisosomas son capaces de degradar macromoléculas tanto del citoplasma 

como del medio extracelular. El material extracelular es incorporado a la célula mediante 

endocitosis, mientras que el material intracelular se digiere mediante autofagia. Además, 

estos orgánulos son capaces de liberar productos al medio extracelular, fusionando su 

bicapa lipídica con la membrana plasmática de la célula, en un proceso conocido como 

exocitosis (Settembre et al. 2013). 

Los lisosomas contienen más de 60 hidrolasas ácidas diferentes (Xu and Ren 

2015) y tienen más de 25 proteínas de membrana lisosómica (PML) (Saftig and 

Klumperman 2009). Entre todas las hidrolasas lisosomales, hay sulfatasas, 

glucosidasas, peptidasas, fosfatasas, lipasas y nucleasas, que permiten que el lisosoma 

degrade un amplio repertorio de sustratos biológicos en un pH ácido (Settembre et al. 

2013). Dado que el pH citoplasmático es ~7,2, la célula está protegida de una digestión 

no controlada causada por una posible ruptura lisosomal. Por otra parte, las PML están 

implicadas en la acidificación de la luz lisosomal, la autofagia, la exocitosis y el 

transporte a través de la membrana lisosomal. Las PML más abundantes son la proteína 

integral de la membrana lisosomal 2 (LIMP2: Lysosomal integral membrane protein-2) y 

la proteína de membrana lisosomal asociada tipo 1 (LAMP1: Lysosome-associated 

membrane protein 1) y tipo 2 (LAMP2: Lysosome-associated membrane protein 2) 

(Saftig and Klumperman 2009). 

Las enzimas lisosomales se sintetizan en el retículo endoplásmico rugoso como 

una forma inactiva y son transportadas al retículo endoplásmico liso gracias al péptido 

señal. Allí, se produce la pérdida del péptido señal y se producen glicosilaciones en el 

extremo N-terminal. Las hidrolasas lisosomales salen del retículo endoplásmico y 

alcanzan el aparato de Golgi (AG), donde se les añadirá el residuo de manosa-6-fosfato 

(M6P) gracias a la acción de las fosfotransferasas y diesterasas. La presencia de esta 

M6P permite la unión de las enzimas lisosomales a los receptores de manosa-6-fosfato 
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caracterizados por una acumulación anómala de materiales dentro del lisosoma como 

resultado de la deficiencia de proteínas lisosomales.  

Las LSD son enfermedades raras y en conjunto afectan a 1 de cada 5.000-7.000 

nacimientos. Las enfermedades raras o minoritarias son aquellas que tienen una baja 

incidencia en la población, afectando a un número limitado de personas. En el caso de 

Europa, es necesaria una frecuencia de 1:2.000 habitantes para que la enfermedad sea 

considerada como rara, mientras que en Estados Unidos (EEUU) la frecuencia requerida 

es de 1:1.500 y en Japón, de 1:2.500 (International Conference on Rare Diseases and 

Orphan Drugs (ICORD) 2012). A nivel individual, cada enfermedad rara tiene una 

incidencia baja, pero a nivel global existen cerca de 7.000 enfermedades raras que 

afectan entre el 6 y el 8% de la población mundial, según la Organización Mundial de la 

Salud (OMS). Sin embargo, en cuanto a las LSD, no existe un consenso claro para 

definir la incidencia exacta de cada una de ellas, ya que ésta depende del área 

geográfica estudiada y de la eficiencia en su diagnóstico.  

Hay cerca de 70 tipos distintos de enfermedades de acúmulo lisosomal, las 

cuales afectan a distintos órganos, incluyendo el esqueleto, los órganos periféricos y el 

sistema nervioso central (Platt et al. 2018). Estas alteraciones están causadas por 

mutaciones en genes que codifican enzimas lisosomales, cofactores o proteínas de 

transporte lisosomal. La deficiencia de una proteína lisosomal conlleva una acumulación 

de substratos parcialmente degradados dentro del lisosoma, provocando distensión 

lisosomal y daño celular. La acumulación progresiva de depósitos genera una disfunción 

celular y fallos sistémicos que se traducen, en la mayoría de los casos, en una reducción 

de la esperanza de vida de los pacientes (Muenzer 2011; Platt et al. 2018). 

Existen varios tipos de LSD dependiendo del material acumulado, por ejemplo, 

los defectos en la degradación de glucolípidos que dan lugar a distintas formas de 

Gangliosidosis, o los defectos en enzimas lisosomales involucradas en el proceso de 

degradación de mucopolisacáridos, que dan lugar a las Mucopolisacaridosis.  
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2. MUCOPOLISACARIDOSIS 

Las mucopolisacaridosis (MPS) son un grupo de siete enfermedades de depósito 

lisosomal caracterizadas por la ausencia o deficiencia de una enzima lisosomal 

específica involucrada en el metabolismo de los glicosaminoglicanos (GAG) (Tabla 1). 

Al igual que en el resto de LSD, la deficiencia de la proteína lisosomal conlleva una 

acumulación de GAGs parcialmente degradados dentro del lisosoma que acaba 

generando disfunción y muerte celular. Esto afecta a múltiples tejidos y puede 

desarrollar neurodegeneración si hay afección neuronal, fallo multisistémico y reducción 

de la esperanza de vida. 

 

Tabla 1. Clasificación de las MPS. 

 

aHurler: variante más severa; Scheie: variante más leve; Hurler/Scheie: variante moderada.               
Adaptado de (Wilcox 2004; Tollersrud and Berg 2005; Platt et al. 2018). 

 

Todas las MPS son consideradas enfermedades raras, teniendo en cuenta su 

reducida incidencia a nivel global (Tabla 2). En cuanto al patrón de herencia, la mayoría 

de MPS son autosómicas recesivas, con la excepción de la MPS II que tiene una 

herencia ligada al cromosoma X. Al igual que en otras LSD, la correlación genotipo-

fenotipo no siempre es evidente. Existen distintos grados de afectación dependiendo de 

la mutación genética que pueden dar lugar a una actividad enzimática residual variable 

(Cimaz et al. 2006; Muenzer 2011). Este es el caso de la MPS I, que puede presentarse 

con una forma severa (Hurler) o con una forma atenuada (Scheie). Esta gran variabilidad 

Enfermedad Otros nombres Proteína lisosomal deficitaria Sustratos acumulados

MPS I
Síndrome de Hurler, Scheie y 

Hurler/Scheie
a α-iduronidasa Dermatán y Heparán sulfato

MPS II Síndrome de Hunter Iduronato-2-sulfatasa Dermatán y Heparán sulfato

MPS III Síndrome de Sanfilippo

      MPS IIIA Síndrome de Sanfilippo A Heparán N-sulfatasa Heparán sulfato

      MPS IIIB Síndrome de Sanfilippo B α-N-acetilglucosaminidasa Heparán sulfato

      MPS IIIC Síndrome de Sanfilippo C
Acetil-CoA glucosamino-N-

acetiltransferasa
Heparán sulfato

      MPS IIID Síndrome de Sanfilippo D
N-acetilglucosamina-6-sulfato 

sulfatasa
Heparán sulfato

MPS IV Síndrome de Morquio

      MPS IVA Síndrome de Morquio A N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa Queratán y Condroitín sulfato

      MPS IVB Síndrome de Morquio B β-galactosidasa Queratán sulfato

MPS VI Síndrome de Maroteaux-Lamy Arilsulfatasa B Dermatán Sulfato

MPS VII Síndrome de Sly β-glucuronidasa
Heparán, Dermatán y 

Condroitín sulfato

MPS IX Hialuronidasa Ácido hialurónico

          

Defectos en la degradación de Mucopolisacáridos
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en el fenotipo de los pacientes es la principal dificultad a la hora de realizar su 

diagnóstico (Cimaz and La Torre 2014).   

 

Tabla 2. Incidencia global de los distintos tipos de MPS.  

 

Adaptado de (Muenzer 2011). 

 

Actualmente, no existe ningún tratamiento efectivo para la mayoría de las MPS. 

Los tratamientos disponibles son paliativos y basados principalmente en el tratamiento 

sintomático. Las MPS poseen un espectro sintomatológico amplio, aunque la mayoría 

de ellas comparten una serie de características que las convierten en muy buenas 

candidatas para el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas. Por ejemplo, se 

trata de enfermedades monogénicas de herencia recesiva, de manera que se conocen 

los genes alterados en cada una de ellas. Mediante herramientas de manipulación 

genética se pueden generar modelos animales (ratón, rata) de estas enfermedades 

humanas, alterando el gen equivalente en el animal para estudiar la fisiopatología de la 

enfermedad o realizar estudios preclínicos de una terapia contra la MPS. 

Una gran ventaja para el tratamiento de estas enfermedades es que no es 

necesario recuperar la actividad total de la enzima lisosomal alterada para revertir la 

enfermedad. Se puede alcanzar un nivel de actividad terapéutico suficiente para 

disminuir el acúmulo lisosomal con un 10-40% de la actividad enzimática basal (Cheng 

and Smith 2003; D. P. W. Rastall and Amalfitano 2017).  

 

MPS I (Síndrome de Hurler, Hurler/Scheie, Scheie)

MPS II (Síndrome de Hunter)

MPS III (Síndrome de Sanfilippo)

         MPS IIIA (Síndrome de Sanfilippo A)

         MPS IIIB (Síndrome de Sanfilippo B)

         MPS IIIC (Síndrome de Sanfilippo C)

         MPS IIID (Síndrome de Sanfilippo D)

MPS IV (Síndrome de Morquio)

         MPS IVA (Síndrome de Morquio A)

         MPS IVB (Síndrome de Morquio B)

MPS VI (Síndrome de Maroteaux Lamy)

MPS VII (Síndrome de Sly)

MPS IX (Síndrome de Natowicz)

Mucopolisacaridosis

4 casos descritos

Incidencia Global

(casos por cada 100.000 nacimientos)

0,69 - 1,66

0,30 - 0,71

-

0,29 - 1,89

0,42 - 0,72

0,07 - 0,21

0,1

-

0,22 - 1,30

0,02 - 0,14

0,36 - 1,30

0,05 - 0,29
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Basándose en estas características, el número de tratamientos avanzados que 

se están desarrollando para pacientes con MPS ha aumentado en los últimos años. 

Actualmente se dispone de trasplantes hematopoyéticos de células madre, terapias de 

reemplazo enzimático, reducción de sustratos, terapias con chaperonas y terapias 

génicas. A pesar de los notables avances, la eficacia de la mayoría de estas terapias es 

limitada, especialmente porque los tratamientos se inician cuando ya se ha producido 

un daño orgánico a causa de la acumulación lisosomal progresiva y no hay posibilidad 

de recuperación de las funciones perdidas (Schiffmann et al. 2008; Weidemann et al. 

2009; Leone et al. 2012). Una complicación frecuente de los tratamientos que conllevan 

la introducción de proteínas no propias en el organismo es la respuesta inmune, que 

puede generar el paciente contra moléculas exógenas (Bali et al. 2012; Berrier et al. 

2015). Otra dificultad es alcanzar los tipos celulares aislados, como por ejemplo cruzar 

la barrera hematoencefálica (BHE) para alcanzar el sistema nervioso central (SNC) (D. 

Rastall and Amalfitano 2015) o alcanzar el cartílago avascular (Yangzi and Tuan 2015; 

Goldberg et al. 2017). 

 

2.1. Glicosaminoglicanos 

Los glicosaminoglicanos (GAGs), conocidos también como mucopolisacáridos, 

son las estructuras glucídicas de los proteoglicanos, que se encuentran principalmente 

en el tejido conectivo, tejido óseo, medio intercelular y tejido epitelial. Las formas 

parcialmente degradadas de estos GAGs son las que se acumulan en el interior de los 

lisosomas de manera patológica en los distintos tipos de MPS (Muir 1969). 

Los GAGs forman largas cadenas no ramificadas de heteropolisacáridos, 

compuestos por unidades repetitivas de disacáridos con una unidad básica general.  

Esta unidad básica consta de un amino azúcar (N-acetil-D-glucosamina o N-acetil-D-

galactosamina) unido a un ácido glucurónico (D-glucurónico o L-idurónico), exceptuando 

el caso del Queratán sulfato (KS: Keratan Sulphate), en el que una galactosa ocupa el 

lugar del ácido glucurónico (Taylor and Gallo 2006) (Figura 3). Esta conformación 

confiere los GAGs una estructura resistente, gracias a los enlaces glucosídicos. 

Los glicosaminoglicanos se clasifican según la estructura básica repetitiva de sus 

cadenas de polisacáridos en: (1) Heparán Sulfato, (2) Dermatán sulfato/Condroitín 

sulfato, (3) Queratán sulfato y (4) Ácido hialurónico. Durante su síntesis en el retículo 

endoplasmático, estos GAGs, a excepción del ácido hialurónico, sufren un gran número 

de modificaciones, como acetilaciones o sulfataciones, siendo estas últimas esenciales 

para su función específica.  
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3.  MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO IVA 

La mucopolisacaridosis tipo IV (MPS IV), también llamada Síndrome de Morquio, 

se divide en dos subtipos, A y B, de herencia autosómica recesiva. Pese a que cada 

uno de ellos se produce por el déficit de una enzima específica, las manifestaciones 

clínicas de los dos subtipos son similares, por lo que se agrupan como MPS IV. El 

subtipo A, conocido como MPS IVA o Síndrome de Morquio A, es causado por la 

deficiencia de la enzima lisosomal N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS, EC 

3.1.6.4) que genera una acumulación patológica de KS y de Condroitín-6-sulfato (C6S) 

(Singh et al. 1976). Por otro lado, el subtipo B, conocido como MPS IVB o Síndrome de 

Morquio B, es causado por la deficiencia de la enzima lisosomal β-Galactosidasa (β-

Gal) que genera una acumulación de KS (Przybilla et al. 2019). La MPS IVA (95% de 

los individuos afectados por MPS IV) ocurre con más frecuencia que MPS IVB (5% de 

los individuos afectados). 

El primer caso de MPS IVA fue descrito en 1929 por el pediatra L. Morquio (C.J. 

Hendriksz et al. 2013). Al igual que en otras LSD, la mayoría de los pacientes con MPS 

IVA nacen aparentemente sanos y los síntomas se desarrollan progresivamente. Los 

síntomas iniciales aparecen entre los 2-3 años de edad y la edad media de diagnóstico 

es alrededor de los 4-5 años (Colmenares-Bonilla and Esquitin-Garduño 2017). Las 

principales alteraciones son esqueléticas e incluyen: baja estatura, hipoplasia de la 

apófisis odontoide, pectus carinatum, cifosis, escoliosis, genu valgum, coxa valga, 

ensanchamiento de las costillas inferiores, articulaciones hipermóviles y marcha 

anormal con tendencia a caer (A. M. Montaño, Tomatsu, et al. 2007). Otras 

complicaciones potenciales incluyen compromiso pulmonar, cardiopatía valvular, 

pérdida de audición, hepatomegalia, opacidad corneal, rasgos faciales toscos y dientes 

ampliamente espaciados con hipoplasia de esmalte y caries frecuentes. A pesar de 

presentar alteraciones a nivel del SNC, los pacientes de MPS IVA conservan el 

coeficiente intelectual normal (Davison et al. 2013).  

La tasa de progresión de la enfermedad y las alteraciones patológicas son 

variables entre los pacientes. La patología de la MPS IVA se define como grave si la 

altura final del paciente está por debajo de 120 cm, como intermedia si la altura final 

está por encima de 120 cm y por debajo de 140 cm, y como leve si la altura mínima está 

por encima de 140 cm (Nelson, Broadhead, and Mossman 1988; A. M. Montaño, 

Tomatsu, et al. 2007). La esperanza de vida suele ser hasta la segunda/tercera década 

de vida, pese a que pacientes afectados por formas leves de la enfermedad han logrado 

alcanzar los 70 años de edad (A. M. Montaño, Tomatsu, et al. 2007; S. Tomatsu et al. 
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2011). Esta variabilidad clínica puede estar relacionada con múltiples factores, como la 

naturaleza de la mutación, el origen étnico o las diferencias en la atención médica que 

recibe el paciente.  

 

3.1.  Prevalencia de la MPS IVA 

La estimación de la prevalencia de la MPS IVA, al igual que de otras 

enfermedades raras, se complica debido al elevado número de pacientes mal 

diagnosticados y a la gran variabilidad fenotípica que hay dentro de la propia 

enfermedad. Al tratarse de una condición rara, los datos existentes sobre prevalencia 

son escasos y variables. Se estima que la prevalencia de la MPS IVA es de 

aproximadamente 1/250.000, pero la incidencia varía ampliamente según el área 

geográfica estudiada y la consanguinidad, tal y como muestra la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Prevalencia de la MPS IVA por países.  

 

Abreviaciones: BC: British Columbia, KOL: Key Opinion Leader, POR: Patient organisation representative, 
NR: No registrado, *Calculado por autores. Adaptado de (Leadley et al. 2014). 

 

3.2.  Enzima N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS) 

3.2.1.  Gen codificante para la proteína GALNS humana 

Un primer estudio realizado en 1991 aisló, caracterizó y analizó la expresión del 

DNA complementario (cDNA) codificante para la enzima N-acetilgalactosamina 6-

sulfatasa (GALNS) humana (S. Tomatsu et al. 1991). Posteriormente, en 1993, se 

mapeó el gen GALNS en el locus 16q24.3 (Baker et al. 1993). 

País
Prevalencia por 

nacimiento

Por cada 

10.000
Consanguinidad

Período de 

estudio

Australia (KOL) 1 por 253.000 0,04* NR 1980–2013

Alemania 1 por 263.000* 0,0380* NR 1980–1995

Emiratos Árabes Unidos 1 por 71.000 0,14* Si 1995–2010

Australia 1 por 201.000 0,0497* NR 1980–1996

Canadá (BC) 1 por 207.000* 0,048* NR 1972–1996

Japón (POR) 1 por 500.000 0,02* NR 1991–2011

Australia Oeste 1 por 641.000 0,0156* NR 1969–1996

Países Bajos 1 por 459.000* 0,022* NR 1970–1996

Taiwán 1 por 304.000 0,033* NR 1984–2004

Irlanda del Norte 1 por 76.000 0,13* NR 1958–1985

Brasil (KOL) 1 por 1.179.000* 0,009* NR 2004–2013

Canadá (BC) 1 por 216.000 0,046* NR 1952–1986
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norvegicus). Esto sugiere que su actividad sulfatasa se ha mantenido a lo largo del 

tiempo y su función será similar entre especies. 

 

 
 

Figura 7. Análisis comparativo de la secuencia proteica GALNS entre especies. Árbol filogenético 
(Neighbour-joining tree) sin correcciones de distancia calculado con Clustal Omega a partir del alineamiento 
de las secuencias proteicas de GALNS de distintas especies.  

 

3.2.3.  Mutaciones en el gen GALNS humano 

Hasta febrero de 2018, se han descrito 334 mutaciones en el gen GALNS 

(Human Gene Mutation Database). Existe un amplio espectro de tipos de mutaciones, 

pero las más frecuentes son las mutaciones de tipo missense (Figura 8). Las mutaciones 

missense son aquellas en las que el cambio nucleotídico da lugar a un cambio de 

aminoácido en la proteína  Por tanto, la secuencia proteica final es idéntica a la normal, 

a excepción del aminoácido alterado. Otro tipo de mutaciones detectadas en pacientes 

de Morquio A son de las tipo nonsense, donde la mutación genera la aparición de un 

codón STOP prematuro. De esta manera, se generará un proteína truncada, ya que la 

secuencia aminoacídica no se traducirá por completo. Además de estos tipos de 

mutaciones, también existen mutaciones en sitios de splicing, pequeñas inserciones o 

deleciones, grandes inserciones/duplicaciones y reordenamientos complejos (Morrone 

et al. 2014). El porcentaje que ocupa cada tipo de mutación asociada al Síndrome de 

Morquio A se representa en la Figura 8. Esta amplia variedad de mutaciones puede 

afectar a diferentes regiones de la proteína, como el centro activo, la región hidrofóbica 

o la superficie de la enzima, y pueden dar lugar a diferentes alteraciones que resultan 

en fenotipos diversos (A. M. Montaño, Sukegawa, et al. 2007; Rivera-Colón et al. 2012). 

El tipo de mutación depende del área geográfica estudiada. En todo el mundo, 

las diez alteraciones del gen GALNS descritas con mayor frecuencia en pacientes con 

Morquio A se ven representadas en la Tabla 4. De todas las mutaciones identificadas, 

el 79% son mutaciones missense, que llevan a la deficiencia de la actividad de la enzima 

GALNS, dando lugar a la enfermedad MPS IVA. Dentro de las mutaciones missense 
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Otros estudios determinaron que las mutaciones missense tenían una 

correlación genotipo-fenotipo más clara dependiendo del grado de conservación 

evolutiva del residuo alterado en GALNS (Dũng et al. 2013; Olarte-Avellaneda et al. 

2014). Sin embargo, a pesar de las correlaciones genotipo-fenotipo de los estudios 

anteriores, actualmente aún es difícil establecer una buena correlación dada la gran 

heterogeneidad alélica y la amplia variabilidad clínica de los pacientes, dificultando el 

pronóstico preciso de los casos individuales. 

 

Tabla 5. Asociación genotipo-fenotipo de las diez mutaciones más frecuentes de la enzima GALNS 
reportadas en pacientes de Morquio A. 

 

Adaptado de (Shunji Tomatsu, Montaño, et al. 2005; Morrone et al. 2014) 

 

3.4.  Acción biológica del Queratán Sulfato 

El KS es un GAG sulfatado que se encuentra principalmente en la córnea, el 

cartílago y el tejido óseo. Las moléculas de KS están altamente hidratadas y actúan 

principalmente en las articulaciones como amortiguador para absorber el choque 

mecánico o en la córnea para mantenerla hidratada y transparente. 

En el cartílago, el KS representa el 25% de los GAGs que forman la matriz 

extracelular (MEC) cartilaginosa (Dũng et al. 2013). Allí, el KS se une al agrecano, el 

principal proteoglicano del cartílago, aunque también se puede encontrar unido al 

lumicán. El agrecano es un componente esencial para mantener la estructura y la 

resistencia del cartílago. La unión covalente del KS al agrecano es necesaria para la 

correcta organización extracelular de la molécula y de la matriz cartilaginosa. Por otro 

lado, cuando el KS se une al lumicán, participa en varias funciones celulares, como la 

migración celular (Saika et al. 2003). 

c.1156C>T p.Arg386Cys Missense Severo

c.337A>T p.Ile113Phe Missense Severo

c.901G>T p.Gly301Cys Missense Severo

c.120+1G>A - Mutación en región de splicing No reportado

c.935C>G p.Thr312Ser Missense Atenuado

c.1171A>G p.Met391Val Missense Atenuado

c.871G>A p.Ala291Thr Missense Severo

c.860C>T p.Ser287Leu Missense Severo

c.953T>A p.Met318Arg Missense Severo

c.757C>T p.Arg253Trp Missense Atenuado

Cambio de 

nucleótido
Tipo de mutación Fenotipo MPS IVA

Cambio de 

aminoácido
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En el hueso, el KS es también uno de los GAGs principales, al igual que en la 

córnea, donde representa el 65% del total de GAGs (Gipson, Joyce, and Zieske 2004). 

Además, el KS se encuentra en otros tejidos del cuerpo, como en la MEC de las válvulas 

cardíacas, los pulmones, la glándula tiroides, el tracto genital femenino y en las 

glándulas mamarias. Este GAG también tiene un papel importante en el SNC, dado que 

participa en el desarrollo y en la formación de la cicatriz glial tras una lesión o en el 

desarrollo axonal de neuronas (Miller, Sheppard, and Pearlman 1997; H. Zhang, 

Uchimura, and Kadomatsu 2006). 

Existen tres tipos de KS, el KSI, el KSII y el KSIII, denominados originalmente en 

función del tipo de tejido a partir del cual se aislaron. El KSI se aisló del tejido corneal y 

el KSII del tejido esquelético (Funderburgh 2000). Las principales diferencias se 

producen en el enlace con el que cada tipo de KS se une a la proteína central del 

proteoglicano. El KSI se encuentra N-unido al aminoácido asparagina a través de la N-

acetilglucosamina, en cambio, el KSII está O-unido a los aminoácidos específicos serina 

o treonina a través de la N-acetil galactosamina (Nieduszynski et al. 1990). También se 

aisló un tercer tipo del tejido cerebral, el KSIII, que está unido a aminoácidos específicos 

de serina o treonina a través de la manosa (Krusius et al. 1986).  

 

3.5.  Acción biológica del Condroitín-6-Sulfato 

El Condroitín Sulfato (CS) es un GAG sulfatado compuesto por una cadena 

repetitiva de disacáridos de N-acetilgalactosamina y ácido glucurónico. El CS es 

necesario para el mantenimiento de la integridad estructural de los tejidos con una gran 

MEC, como el cartílago, tejido conectivo, piel, vasos sanguíneos, ligamentos y tendones. 

En el cartílago, el CS es el componente mayoritario y aporta las propiedades mecánicas 

y elásticas, proporcionando resistencia a la compresión. 

Dependiendo de la edad y de la región del cartílago estudiada, existen distintos 

tipos de CS, clasificados en función de su patrón de sulfatación en: no sulfatado, 4-

sulfato (C4S) o 6-sulfato (C6S) (Bayliss et al. 1999). El C6S se encuentra principalmente 

en el líquido sinovial y en el cartílago (Heimer et al. 1992; Ling et al. 1996), además del 

tejido conectivo, piel, ligamentos, tejido neural, córnea, vasos y células sanguíneas (Y. 

Zhang et al. 2005; Yasuda et al. 2013; Shimada et al. 2014). 

La función del C6S puede ser de tipo estructural o de tipo regulador, 

dependiendo del proteoglicano del cual forma parte. El elevado nivel de agregación y 

las fuertes cargas de los grupos sulfato del C6S permiten la retención del agua a estos 
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proteoglicanos. Esta propiedad permite que el cartílago articular pueda soportar fuerzas 

compresivas y posibilite un movimiento libre de dolor en las articulaciones (Bathe et al. 

2005). En los condrocitos y células sinoviales, el C6S también participa en la 

disminución de la producción de citoquinas proinflamatorias, óxido nítrico y especies 

reactivas de oxígeno (Jomphe et al. 2008; Tan and Tabata 2014). En la piel, el principal 

proteoglicano de unión al C6S es la Decorina, que tiene un papel esencial en la 

flexibilidad mecánica de este tejido (Li et al. 2013) y participa en la proliferación celular 

(Moscatello et al. 1998).  

 

3.6. Fisiopatología de la MPS IVA 

En la MPS IVA, como consecuencia de la acumulación continuada de C6S y KS 

en los lisosomas, se inicia una disfunción celular que da lugar a una enfermedad 

multisistémica. Dado que la mayor parte de estos GAGs son producidos por los 

condrocitos, los sustratos no degradados se acumulan principalmente en estas células 

y en la matriz extracelular del cartílago y de los tejidos óseos (Yasuda et al. 2013; 

Doherty et al. 2018). Otros tejidos alterados son la córnea, la tráquea, las válvulas 

cardíacas y la aorta (Y. Zhang et al. 2005; Yasuda et al. 2013; Shimada et al. 2014). 

Los huesos largos crecen por un proceso conocido como osificación 

endocondral. Este proceso es esencial para el crecimiento longitudinal de los huesos 

largos y concluye con la creación de tejido óseo a partir de la destrucción del tejido 

cartilaginoso (Figura 10). En pacientes con Morquio A, las células del cartílago están 

vacuoladas a causa de la distensión lisosomal, generando así una condrogénesis y/o 

osificación endocondral anormal de los huesos largos (Shunji Tomatsu et al. 2014). Esto 

tiene un impacto directo en el desarrollo del cartílago y del hueso, lo que lleva a una 

displasia esquelética sistémica en los pacientes. 

En pacientes jóvenes de MPS IVA (entre 5 y 15 años de edad) existe una clara 

correlación entre los niveles de KS y el fenotipo óseo observado. Mientras que los 

pacientes con un fenotipo severo muestran una mayor presencia de KS en sangre y 

orina, aquellos pacientes con un fenotipo más atenuado muestran una presencia menor 

de KS (Dũng et al. 2013). Estos elevados niveles de KS en sangre son debidos a que, 

durante la etapa de crecimiento, hay una elevada síntesis de KS en las placas de 

crecimiento, tanto en humanos sanos como en pacientes con MPS IVA. En cambio, el 

desarrollo óseo se reduce significativamente entre los 15 y 20 años, por lo que la 

correlación entre los niveles de KS y el fenotipo se pierde. La sustitución del cartílago 
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3.7.2. Alteraciones esqueléticas 

Una de las principales características de los pacientes de MPS IVA es la 

displasia esquelética (A. M. Montaño, Tomatsu, et al. 2007; S. Tomatsu et al. 2011; C.J. 

Hendriksz et al. 2013; Harmatz et al. 2014). Entre las principales alteraciones 

esqueléticas encontramos: 

- Baja estatura: por problemas en la osificación endocondral de los huesos largos. 

- Genu valgo: deformidad caracterizada porque el muslo y la pierna se encuentran 

desviados, de tal manera que forman un ángulo hacia afuera en el eje diafisario 

femoro-tibial en el plano frontal. Esta alteración postural hace que ambas 

extremidades se junten y los tobillos se separen. 

- Coxa valga: deformidad de la cadera donde el ángulo formado entre la cabeza del 

fémur y su diáfisis está aumentado. 

- Trastornos de la marcha: derivados de las anomalías en las extremidades. 

- Hiperlaxitud de las articulaciones.  

- Pectus carinatum: es una deformidad de la caja torácica en la que el pecho protruye 

en forma de quilla de barco por la presencia de un esternón protuberante. 

- Cifosis: es una curvatura anormal de la columna vertebral de convexidad posterior. 

- Hipoplasia odontoide: es generada por la falta o el desarrollo incompleto de la 

apófisis odontoide que deja la médula espinal desprotegida. Este hueso se 

encuentra entre la primera y segunda vértebra, y se encarga de estabilizar los 

movimientos de la cabeza hacia adelante y atrás. 

- Complicaciones espinales: derivadas de la compresión cervical generada por la 

fusión de las vértebras cervicales o por la hipoplasia odontoide.  

- Craneosinostosis: algunos pacientes sufren este defecto de nacimiento en el cual se 

produce el cierre prematuro de las articulaciones fibrosas (suturas craneales) que 

se encuentran entre los huesos del cráneo (Bhattacharya et al. 2014). 

- Facies tosca: Deformidades típicas de la cara. 

 

3.7.3. Alteraciones articulares 

El cartílago articular protege los huesos de las articulaciones, permitiendo que 

estos se deslicen uno sobre el otro. En las enfermedades articulares degenerativas, 

tales como la artrosis, se produce un deterioro y una pérdida temprana del cartílago 

articular (Figura 12). Una fase clave en el proceso degenerativo artrósico es la pérdida 

de proteoglicanos (formados básicamente por condroitín sulfato) del cartílago y la 

exposición de la matriz ósea al roce mecánico. Esto provoca dolor, hinchazón y rigidez, 
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de población sana. Esto hace que el tamaño de la tráquea sea desproporcionado en la 

caja torácica, sufriendo curvaturas anormales que dificultan la respiración y la intubación 

de estos pacientes durante sus intervenciones quirúrgicas (Theroux et al. 2012). El 

estrechamiento traqueal severo se atribuye a la compresión por la arteria 

braquiocefálica, que es evidente desde los 2 años de edad (Doherty et al. 2018).  

A nivel pulmonar, los pacientes de MPS IVA presentan una disminución del 

volumen pulmonar, también causado por el pectus carinatum, lo que conlleva a una 

disminución de la resistencia respiratoria y a un aumento de los episodios de apneas 

durante el sueño (Kubaski et al. 2015). Además, estos pacientes también sufren 

infecciones recurrentes del tracto respiratorio superior e inferior probablemente como 

resultado de alteraciones en el epitelio respiratorio (El Falaki et al. 2014; Pizarro et al. 

2016). 

 

3.7.5.2. Alteraciones cardíacas 

Los pacientes de MPS IVA también sufren problemas cardiovasculares que 

pueden poner en riesgo su vida. Una autopsia realizada en un paciente de Morquio A 

reveló la presencia de material almacenado en células de la aorta y de las válvulas 

cardíacas (aórtica, mitral y tricúspide). Esta alteración puede generar una enfermedad 

valvular cardíaca que, sumada al hecho de presentar una capacidad pulmonar menor, 

contribuirá a restringir la función respiratoria y a limitar la actividad física (Yasuda et al. 

2013; Kampmann et al. 2016). 

Las deformidades del tórax, ocasionadas por el pectus carinatum, pueden 

resultar en un crecimiento inadecuado de la aorta. En los pacientes con MPS IVA, el 

ventrículo izquierdo es más pequeño, pero está relativamente engrosado, generando un 

aumento del ritmo cardíaco y unos patrones diastólicos deteriorados (Kampmann et al. 

2016). 

 

3.7.5.3. Alteraciones de la córnea 

Otra característica típica de la MPS IVA es la opacidad corneal, donde la córnea 

muestra una apariencia blanca o nublada (Danes 1973). Esto hace que la córnea pierda 

su transparencia, reduciendo la luz que pasa a través de ella y llega a la retina. La 

opacidad corneal es debida a la acumulación de GAGs extracelulares en la superficie 

de la córnea a causa de un mal funcionamiento de los queratinocitos corneales que han 
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acumulado GAGs en su interior. Aunque esta característica clínica no sea severa, 

genera problemas visuales tales como el astigmatismo, la miopía o la hipermetropía 

(Couprie et al. 2010; C.J. Hendriksz et al. 2013). 

 

3.7.5.4. Alteraciones de la capacidad auditiva 

La reducción progresiva de la capacidad auditiva es una característica que 

comparten todas las MPS. La pérdida de la audición de leve a moderada en la MPS IVA 

aparece hacia el final de la primera década de vida, siendo la forma más común la mixta, 

es decir, conductora y neurosensorial (Nagao et al. 2018). Esta pérdida de audición 

conductiva es secundaria a infecciones recurrentes del oído medio, otitis media serosa 

y deformidad de los osículos. Por otro lado, se ha atribuido la pérdida auditiva 

neurosensorial secundaria a la acumulación de GAGs en el oído interno y/o el nervio 

auditivo (Simmons et al. 2005; C.J. Hendriksz et al. 2013; Nagao et al. 2018). Un estudio 

reciente encontró una correlación entre la baja estatura y la pérdida de audición, 

sugiriendo que los pacientes con displasia esquelética grave pueden tener un mayor 

riesgo de desarrollar una pérdida de audición más grave (Nagao et al. 2018). 

 

3.7.5.5. Alteraciones hepáticas 

El hígado también se ve afectado en pacientes con MPS IVA, dado estos 

presentan hepatomegalia debido al depósito de KS y C6S (Minami et al. 1979; Nelson, 

Broadhead, and Mossman 1988). La necropsia en un paciente de MPS IVA mostró que 

las células de Kupffer, macrófagos localizados en el hígado que forman las paredes de 

los sinusoides del sistema reticuloendotelial, se encontraban vacuoladas con signos de 

acumulación patológica de GAGs (Yasuda et al. 2013).  

 

3.7.6. Fallecimiento del paciente 

La insuficiencia respiratoria es la causa principal de muerte en pacientes con 

fenotipo grave de MPS IVA (63%), seguida de la insuficiencia cardíaca (11%), la 

insuficiencia orgánica postraumática (11%), complicaciones de la cirugía (11%) e infarto 

de miocardio (4%) (Peracha et al. 2018). Como resultado de estas complicaciones, los 

pacientes con fenotipo grave presentan una esperanza de vida más corta (Lavery and 

Hendriksz 2014). En cambio, los pacientes con la forma atenuada pueden sobrevivir 

hasta los 70 años si están bien controlados (S. Tomatsu et al. 2011). 
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3.8. Diagnóstico del Síndrome de Morquio A 

3.8.1. Diagnóstico convencional 

El diagnóstico de la MPS IVA es similar al diagnóstico de otras LSD. Se inicia 

con la sospecha clínica originada a partir de hallazgos clínicos, hallazgos radiográficos 

o una combinación de ambos. El análisis más utilizado es el de orina o sangre para 

determinar los niveles de GAGs y se realiza mediante:  

- Aplicación de azul de dimetilmetileno en fluidos (Whitley et al. 1989). El problema de 

esta técnica es que no permite identificar el tipo de GAG que se detecta ya que tiñe 

todos los GAGs por igual, dando lugar a errores de diagnóstico.  

- Cuantificación por ELISA con anticuerpos monoclonales específicos para cada 

GAG. 

- Cuantificación específica de cada GAG mediante LC-MS/MS, la cual presenta una 

sensibilidad mucho mayor que los ELISAs (Shunji Tomatsu, Montaño, et al. 2010; 

Hintze et al. 2011).  

Un nivel elevado de KS en orina o suero confirma la enfermedad. Sin embargo, 

el diagnóstico exacto del síndrome se realiza midiendo la actividad enzimática de los 

leucocitos en la sangre o bien de los fibroblastos del cultivo de la piel del paciente. Para 

el análisis de actividad enzimática GALNS se pueden realizar los siguientes estudios: 

- Mediante el uso de un sustrato sintético conjugado con el fluoróforo 4-MU (van 

Diggelen et al. 1990). 

- Mediante el uso de substratos cuantificables por LC-MS/MS (Mashima et al. 2018). 

Una vez realizadas estas pruebas, se confirma la elevada concentración de KS 

y la baja actividad GALNS en los pacientes de MPS IVA (Wolfe et al. 2011). Un análisis 

molecular genético adicional permite la detección del tipo de mutación que da lugar a la 

enfermedad. En conjunto, para asegurar un correcto diagnóstico de la MPS IVA, se debe 

llevar a cabo: (1) una evaluación clínica de los síntomas, (2) el análisis de GAGs en 

orina y suero, (3) la determinación de actividad GALNS en pacientes con altas 

concentraciones de KS y (4) la confirmación genética del análisis bioquímico (Shunji 

Tomatsu et al. 2014; Cozma et al. 2015). 

 

3.8.2. Diagnóstico postnatal 

Al tratarse de una enfermedad progresiva, el diagnóstico precoz es necesario 

para evitar daños irreversibles a causa de la acumulación patológica continuada de 
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GAGs. Actualmente, se está investigando el desarrollo de nuevas pruebas de 

diagnóstico para la detección de todas las MPS en niños recién nacidos. En el 

diagnóstico postnatal, por ejemplo, se están desarrollando microarrays específicos para 

detectar mutaciones en los genes o regiones relacionadas con la aparición de distintos 

síndromes o enfermedades. Estas micromatrices de DNA, junto a la NGS, están siendo 

ampliamente utilizadas como herramientas diagnósticas en el ámbito prenatal y 

postnatal de enfermedades raras (Brusius-Facchin et al. 2019). 

El diagnóstico postnatal está centrado en la inmunocuantificación de enzimas 

lisosomales específicos (Matern et al. 2015; Chuang et al. 2017) o en el uso de la 

espectrometría de masas para la detección de los productos derivados de la reacción 

enzimática de GALNS en muestras de sangre seca (Khaliq et al. 2011; Smith et al. 2018; 

Mashima et al. 2018).  

 

3.8.3. Diagnóstico prenatal 

El diagnóstico genético prenatal consiste en la detección de anomalías genéticas 

antes del nacimiento, es decir durante el período fetal. Está indicado en parejas con 

antecedentes familiares o con algún hijo ya diagnosticado con MPS IVA. Hay tres 

maneras de realizar el diagnóstico prenatal: 

- Biopsia de vellosidades coriónicas: se lleva a cabo entre las semanas 11 y 12 del 

embarazo. Si se desconoce la mutación causal de la enfermedad, se puede realizar 

un estudio de actividad enzimática GALNS a partir de un cultivo de las vellosidades 

coriónicas. Por otro lado, si se conoce la mutación causal, se puede obtener 

directamente el DNA de las vellosidades y realizar un análisis para confirmar la 

mutación (Zhao et al. 1990; Kleijer et al. 2000). 

- Amniocentesis: es una de las pruebas más utilizadas para analizar las células 

presentes en el líquido amniótico y así determinar si el feto presenta anomalías 

genéticas. A partir de amniocitos cultivados se puede analizar el DNA para detectar 

la mutación causal. Si se desconoce la mutación, se puede realizar el análisis de la 

actividad enzimática de estos amniocitos cultivados. Además, el líquido amniótico 

permite la cuantificación de GAGs como prueba complementaria al diagnóstico 

(Mossman and Patrick 1982). 

- Diagnóstico preimplantacional de embriones. Se basa en la extracción del DNA de 

una o varias células que conforman el embrión durante los días 3 y 6 del desarrollo 

embrionario. Sólo puede llevarse a cabo si se conoce la mutación causal de la familia 

afectada (Qubbaj et al. 2008).  
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3.9. Modelos animales de la MPS IVA 

Los modelos animales de enfermedad se han utilizado ampliamente para el 

estudio de la fisiopatología de estas y para el desarrollo de nuevas terapias (Ruzo, 

Marcó, et al. 2012; Ribera et al. 2015; Motas et al. 2016). Actualmente, existen tres 

ratones modelo de MPS IVA: un modelo Knock-out (KO) y dos modelos Knock-in (KI) 

(Shunji Tomatsu et al. 2003; Shunji Tomatsu, Gutierrez, et al. 2005; Shunji Tomatsu, 

Vogler, et al. 2007). 

El primer ratón KO homocigoto de GALNS se generó por disrupción del exón 2 

del gen Galns murino. Este ratón KO no presenta actividad GALNS detectable en los 

tejidos periféricos y, en consecuencia, muestra un incremento de los niveles de KS en 

orina y en diversos órganos, como el cerebro, el hígado, el bazo y el riñón. A los 2 meses 

de edad, presenta signos de almacenamiento lisosomal en células de revestimiento 

sinusoidal y células de Kupffer del hígado. Sólo las células localizadas en la base de las 

válvulas cardíacas presentan alteraciones vacuolares, ya que cuando los ratones KO 

alcanzan los 12 meses de edad no muestran cambios vacuolares en hepatocitos o en 

células epiteliales tubulares renales. En el cerebro, los depósitos lisosomales 

almacenados solo se detectan en células meníngeas y en neuronas del neocórtex y del 

hipocampo. Además, también se observa un exceso de KS y C6S en el citoplasma de 

las células epiteliales de la córnea. Sin embargo, en comparación con los ratones sanos 

de tipo salvaje (WT: Wild-type), los ratones KO tienen una supervivencia similar y no 

muestran ningún signo de displasia esquelética (Shunji Tomatsu et al. 2003). 

Otro ratón modelo de MPS IVA se generó por mutagénesis dirigida del gen 

Galns, reemplazando el gen de ratón endógeno por el gen GALNS humano mutado. 

Este modelo KI humanizado genera tolerancia y previene la reacción inmune contra la 

proteína GALNS humana en los ensayos de la terapia de reemplazo enzimático. Este 

modelo murino no muestra actividad GALNS, sin embargo, los niveles séricos de KS no 

son diferentes a los de los ratones WT. La acumulación de GAGs solo se detecta en los 

órganos viscerales, cartílago, hueso, córnea y cerebro. De manera similar al anterior 

modelo de ratón KO, los depósitos de almacenamiento lisosomal se detectan dentro de 

las células del revestimiento sinusoidal del bazo y en las células de Kupffer. A nivel de 

cartílago, los condrocitos muestran signos de almacenamiento lisosomal en el 

citoplasma. Esta distensión lisosomal también se detecta en el hueso, específicamente 

en osteocitos y osteoblastos. A pesar de esta acumulación lisosomal, no se detectan 

alteraciones radiográficas en las extremidades posteriores, la columna vertebral o las 

costillas de los ratones MPS IVA. Además, el análisis de microtomografía computarizada 
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(µCT) de la densidad mineral ósea en fémur y tibia no muestra diferencias 

estadísticamente significas entre los ratones WT y MPS IVA. Pese a la acumulación de 

GAGs en los órganos viscerales y condrocitos, este modelo de ratón MPS IVA tolerante 

no muestra ningún signo de displasia esquelética (Shunji Tomatsu, Gutierrez, et al. 

2005). Sin embargo, un estudio demostró que tras el cambio de fondo genético de mixto 

a C57BL/6J puro, se detecta una ligera desviación del calcáneo en los ratones MPS IVA 

(Rowan et al. 2013). 

El tercer modelo de ratón MPS IVA es otro ratón KI generado al reemplazar la 

cisteína 76 por una serina en la GALNS murina por mutagénesis dirigida (Shunji 

Tomatsu, Vogler, et al. 2007). Los ratones MPS IVA homocigotos no presentan actividad 

enzimática GALNS y el almacenamiento lisosomal de GAGs en los órganos ya es 

evidente a los 2-4 meses de edad. Sin embargo, en este modelo tampoco se observaron 

cambios patológicos en los huesos. 

En conjunto, a pesar de la acumulación de materiales no degradados en los 

lisosomas del hueso y el cartílago, ninguno de estos ratones modelo de MPS IVA 

desarrolla la patología ósea característica de los pacientes de Morquio A. Por este 

motivo, es necesaria la generación de nuevos modelos animales capaces de desarrollar 

la patología esquelética observada en los pacientes de Morquio A, con el fin de poder 

evaluar la eficacia terapéutica de los distintos tratamientos para revertir la patología 

esquelética y los demás tejidos clave alterados en la MPS IVA. 

 

3.10. Tratamiento para la MPS IVA 

Actualmente, no existe un tratamiento que sea capaz de revertir al 100% el 

fenotipo de la enfermedad de Morquio A. Los principales tratamientos disponibles son 

sintomáticos y están destinados a atenuar las alteraciones derivadas de las 

malformaciones esqueléticas, así como también mejorar la calidad de vida de los 

pacientes y de las familias. Para el correcto tratamiento de los pacientes con MPS IVA 

son necesarias evaluaciones periódicas, curas de soporte y un equipo clínico 

multidisciplinario que pueda abordar la gran variedad de complicaciones, sobre todo a 

nivel de la displasia esquelética, las dificultades respiratorias y los problemas 

cardiovasculares. 
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3.10.1. Tratamiento sintomático 

3.10.1. 1. Complicaciones ortopédicas 

Las alteraciones esqueléticas, como el pectus carinatum, cifoescoliosis o genu 

valgum, son las características clínicas más evidentes en los pacientes de MPS IVA. El 

70% de los pacientes con un fenotipo severo desarrollan complicaciones 

musculoesqueléticas durante los primeros años de vida. Actualmente, la única solución 

para corregir la displasia esquelética es la cirugía ortopédica, principalmente a nivel 

cervical y de las extremidades inferiores (A. M. Montaño, Tomatsu, et al. 2007). La 

artroplastia total de cadera suele ser necesaria debido a la artritis severa y a la 

acumulación de contracturas de tejidos blandos (Ilyas et al. 2017). 

 

3.10.1. 2. Complicaciones respiratorias 

La obstrucción de la tráquea es una de las principales complicaciones que 

aumentan el riesgo de muerte en estos pacientes, debido a las apneas, complicaciones 

derivadas y a la dificultad en la intubación durante la anestesia (Theroux et al. 2012; 

Shunji Tomatsu et al. 2016; Doherty et al. 2018). La única intervención capaz de corregir 

estas obstrucciones es la cirugía. El procedimiento quirúrgico, que incluye la 

reconstrucción traqueal y vascular, se puede realizar de forma segura y es muy eficaz 

para tratar la obstrucción de la vía aérea inferior en pacientes con el Síndrome de 

Morquio A (Pizarro et al. 2016; Shunji Tomatsu et al. 2016). 

 

3.10.2. Trasplante de células madre hematopoyéticas 

El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT: Hematopoietic stem cell 

transplantation) se basa en trasplantar células madre sanas y aprovechar la capacidad 

que tienen dichas células para diferenciarse y generar nuevas líneas celulares sanas en 

la médula ósea. Estas células sanas serán capaces de secretar la enzima GALNS activa 

para que ésta sea captada tanto por las células vecinas como las distantes. En 2005 la 

Sociedad Europea de Trasplantes de Sangre y Médula, desarrolló unas guías para llevar 

a cabo el HSCT en pacientes de MPS (Aldenhoven et al. 2015). 

El HSCT se ha realizado en 4 pacientes con Morquio A (Chinen et al. 2014; Wang 

et al. 2016; Yabe et al. 2016). El trasplante no es rechazado por el receptor y se 

consiguen elevados niveles de actividad GALNS en linfocitos después del tratamiento. 

La restauración de la actividad GALNS permite una mejoría de la capacidad pulmonar, 
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de la capacidad locomotora y una disminución en el número de intervenciones 

quirúrgicas y de afecciones en las válvulas cardíacas. A nivel esquelético hay un 

incremento de la densidad ósea y un leve incremento en la estatura sólo cuando los 

pacientes se tratan a una edad temprana. 

 

3.10.3. Terapia de reemplazo enzimático 

La terapia de reemplazo enzimático (ERT: Enzyme Replacement Therapy) es un 

tratamiento médico basado en la administración intravenosa de la enzima GALNS 

recombinante (rGALNS). Esta enzima se produjo por primera vez en células derivadas 

de ovario de hámster chino (CHO) (Shunji Tomatsu, Montaño, et al. 2007; Dvorak-Ewell 

et al. 2010) y, posteriormente, en Escherichia coli (Alejandra et al. 2013) y Pichia pastoris 

(Rodríguez-López et al. 2016). La administración intravenosa de rGALNS en estudios 

preclínicos demuestra tener una amplia biodistribución en los órganos periféricos. Sin 

embargo, la principal desventaja es su baja vida media en circulación, ya que la enzima 

es indetectable pasadas 48 h tras su administración (Shunji Tomatsu, Montaño, et al. 

2007; Shunji Tomatsu et al. 2008; Dvorak-Ewell et al. 2010).  

La rGALNS para uso clínico se produjo en células CHO y fue administrada de 

forma intravenosa en 20 pacientes en la fase I/II y en 176 en la fase III (Christian J 

Hendriksz et al. 2014; Christian J. Hendriksz et al. 2015). Durante la fase I/II del ensayo 

clínico, se determinó el efecto terapéutico de la ERT mediante el test de la marcha de 6 

minutos (6MWT: 6 Minutes Walking Test). En este estudio se observó una mejora en el 

resultado del 6MWT solamente en aquellos pacientes que fueron tratados con la dosis 

de 2 mg/kg semanalmente, mientras que los pacientes que la recibieron cada dos 

semanas no presentaron cambios estadísticamente significativos respecto al grupo 

placebo (Christian J Hendriksz et al. 2014). La administración semanal de rGALNS 

permitió una mejora en la capacidad locomotora y una reducción de la captación de 

oxígeno relativo al ejercicio (Burton et al. 2015). Además, la ERT permitió disminuir más 

de un 40% el contenido de KS en orina. Pese a la reducción de los niveles de KS en 

orina, no se observó una mejoría de la patología esquelética ni en la función de los 

condrocitos, por lo que este estudio demostró que los niveles de KS en orina no eran 

buenos indicadores de la mejoría de la patología ósea (Shunji Tomatsu et al. 2014; 

Sawamoto et al. 2016). Finalmente, en 2014, el tratamiento de reemplazo enzimático 

comercializado como Elosulfase Alfa, VIMIZIM® (BioMarin Pharmaceutical Inc.) fue 

aprobado por la Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA: Food and Drug 
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Aministration) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA: European Medicines 

Agency) para el tratamiento de la MPS IVA en la UE y en los EEUU.  

En estudios posteriores al lanzamiento de la ERT para Morquio A se ha 

observado que el tratamiento con VIMIZIM® a largo plazo (> 5 años de seguimiento) no 

ha evidenciado ninguna mejora en el crecimiento en los pacientes con MPS IVA. Estos 

resultados demuestran que la ERT no es capaz de mejorar las alteraciones 

esqueléticas, incluso cuando el tratamiento se inicia a edades tempranas (Shunji 

Tomatsu, Doherty, and Stapleton 2019). Tampoco se han observado efectos 

terapéuticos en la audición, en el ecocardiograma o la opacidad corneal (Christian J 

Hendriksz et al. 2014; Christian J. Hendriksz et al. 2015; Shunji Tomatsu, Sawamoto, et 

al. 2015; Shunji Tomatsu, Doherty, and Stapleton 2019; Doherty et al. 2019). Además, 

el 100% de los pacientes generaron anticuerpos contra Elosulfase Alfa y más del 80% 

desarrollaron anticuerpos que bloqueaban la unión de la enzima recombinante con los 

M6PR. Sin embargo, no se ha documentado correlación entre la generación de 

anticuerpos y la eficacia clínica (Schweighardt et al. 2015).  En el ensayo clínico, 25 de 

los pacientes presentaron efectos adversos graves, como reacciones de 

hipersensibilidad que se tradujeron en disnea, broncoespasmos, hipoxia, hipotensión, 

enrojecimientos, angioedema de la garganta, urticaria y síntomas gastrointestinales. 

Además, la ERT presentó efectos secundarios leves como: fatiga, vómitos, dolor de 

cabeza, náuseas, pirexia y dolor abdominal (Christian J Hendriksz et al. 2014; Christian 

J. Hendriksz et al. 2015; Burton et al. 2015). 

 

3.10.4. Terapias en desarrollo 

3.10.4.1. Terapia de aumento de actividad enzimática 

Las terapias de augmento de actividad enzimática se basan en el uso de 

“chaperonas farmacológicas” con la finalidad de favorecer el plegamiento correcto de 

las enzimas defectuosas. Esto ofrece la posibilidad de aumentar la actividad residual de 

las enzimas lisosomales mutadas en las LSD, alcanzando así un nivel de actividad 

terapéutico suficiente para disminuir el acúmulo lisosomal (Schueler et al. 2004). 

Un estudio in vitro realizado en fibroblastos de pacientes de Morquio A demostró 

que dos chaperonas (MoIEIM-1 y MoIEIM-2) eran capaces de unirse al centro activo de 

la GALNS e incrementar la actividad 24 h después de su administración, alcanzando 

niveles comparables a los de fibroblastos sanos. Estas moléculas también tienen la 

capacidad de alargar la vida media de la rGALNS administrada en la ERT. Por ello, se 
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ha propuesto administrar estas moléculas como coadyuvante a la terapia de reemplazo 

enzimático en aquellos pacientes MPS IVA con mutaciones que impiden el correcto 

plegamiento de GALNS (C. Alméciga-Díaz et al. 2018).   

 

3.10.4.2. Trasplante de células madre mesenquimales de cordón umbilical 

Las células madre mesenquimales humanas de cordón umbilical (hUMSC: 

Human Umbilical Mesenchymal Stem Cells) tienen la capacidad de diferenciarse en 

células no hematopoyéticas. Estudios in vitro han demostrado que las hUMSC de 

individuos sanos son capaces de secretar la enzima GALNS al medio, donde puede ser 

captada por fibroblastos deficientes de GALNS, consiguiendo un incremento en la 

actividad enzimática suficiente para revertir la patología. Estas células se han inyectado 

en el estroma de la córnea de ratones MPS IVA con el objetivo de tratar la opacidad 

corneal (Flanagan et al. 2018), dado que han demostrado eficacia en la mejoría de los 

defectos de la córnea en otras enfermedades (Ziaei et al. 2017). 

 

3.10.4.3. Terapia de degradación de sustrato 

La terapia de degradación de sustrato se basa en la reducción de los acúmulos 

patológicos mediante su degradación por enzimas diferentes a la GALNS. Se ha 

observado que la administración intravenosa de 2 U/Kg de keratanasa, en ratones MPS 

IVA, es capaz de reducir los niveles de KS en suero y otros tejidos. La ventaja que posee 

es que puede actuar en un rango de pH muy amplio, siendo activa tanto en los lisosomas 

como en la MEC (Shunji Tomatsu et al. 2018).       
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4. TERAPIA GÉNICA 

Dada la falta de un tratamiento eficaz que sea capaz de revertir la patología ósea 

y el resto de las alteraciones detectadas en la MPS IVA, es necesario el desarrollo de 

nuevas aproximaciones terapéuticas. La terapia génica es una de las alternativas más 

prometedoras de los últimos años para el tratamiento de LSD (Ruzo, Marcó, et al. 2012; 

Ribera et al. 2015; Motas et al. 2016; Sawamoto et al. 2018). En el caso de las LSD y 

de la mayoría de las enfermedades monogénicas, la terapia génica se centra en 

administrar la copia corregida del gen mutado con el fin de recuperar su función y de 

revertir el fenotipo patológico observado en los pacientes afectados (Naldini 2015). 

 

4.1.  Clasificación de los tipos de terapia génica  

Existen dos tipos de terapia génica en función de la metodología utilizada: la 

terapia génica ex vivo y la terapia génica in vivo.  

La terapia génica ex vivo consiste en obtener células de pacientes o donantes, 

generalmente células madre hematopoyéticas, modificarlas genéticamente in vitro 

utilizando un vector, y reintroducirlas en el paciente o modelo animal.  

Por otro lado, la terapia génica in vivo consiste en la modificación de las células 

o tejido de interés in situ en el individuo tras la administración de un vector terapéutico. 

La terapia génica también se puede dividir en función del vector utilizado para la 

administración del material genético, en viral y no viral. Las estrategias de terapia génica 

no virales se basan en la administración de DNA desnudo mediante electrotransferencia 

o mediante la encapsulación del material genético en liposomas o en polímeros 

catiónicos (Aronovich et al. 2009; Baldo et al. 2012; Osborn et al. 2011). 

La terapia génica basada en vectores virales, derivados de virus salvajes, 

permite la introducción del material genético en el interior de las células diana. Estos 

vectores necesitan unirse a un receptor específico para entrar en la célula, de manera 

que existe una especificidad determinada por el órgano, tejido o célula diana. Este tipo 

de terapia génica es ideal para el tratamiento de enfermedades genéticas monogénicas, 

como las MPS, ya que posibilita una expresión de larga duración, la secreción de 

enzimas secretables al riego sanguíneo y su distribución por todo el organismo (cross-

correction). 
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4.2.  Vectores virales adenoasociados 

Actualmente, los vectores virales más ampliamente utilizados en terapia génica 

in vivo son aquellos derivados de los virus adenoasociados (AAV: Adeno-associated 

virus), gracias a su excelente perfil de seguridad, su baja inmunogenicidad y su habilidad 

para mediar expresión del transgén de interés durante años en una amplia variedad de 

tejidos (Mingozzi and High 2011). 

Los AAV constituyen un grupo de virus de la familia Parvoviridae, del género 

Dependovirus, y se descubrieron por primera vez como contaminantes en 

preparaciones de Adenovirus (Atchison, Casto, and Hammon 1965; Hoggan, Blacklow, 

and Rowe 1966). Estos AAV necesitan la coinfección de virus accesorios, como pueden 

ser los Adenovirus o los Herpesvirus, para completar su ciclo replicativo (Lentz, Gray, 

and Samulski 2012).  

Los virus AAV no se han asociado con ninguna enfermedad humana o animal, 

aunque la mayoría de los humanos (>70%) son seropositivos para uno o más serotipos. 

Estas características de los AAV permiten que los vectores virales recombinantes 

derivados de ellos sean seguros y presenten baja probabilidad de aparición de efectos 

secundarios debidos a su administración en aproximaciones de terapia génica.  

 

4.2.1.  Estructura del genoma de los virus adenoasociados WT 

El AAV es un virus pequeño sin envuelta lipídica que contiene un genoma de 

DNA lineal de una sola cadena, de aproximadamente 4,7 kb de largo (R. Jude Samulski 

and Muzyczka 2014). El virus tiene una cápside icosaédrica de 25 nm de diámetro y es 

muy estable: resiste la exposición breve al calor, pH ácido y proteasas. Las regiones de 

codificación del AAV están flanqueadas por repeticiones terminales invertidas (ITR: 

Inverted Terminal Repeats) de 145 bases de largo y de una estructura compleja en 

forma de T (Figura 14). Estas repeticiones son los distintos orígenes de replicación del 

DNA y sirven como la principal señal de empaquetamiento. Las ITR son las únicas 

secuencias activas en cis del genoma viral necesarias para la fabricación de vectores 

AAV. Aunque las ITR del AAV tienen actividad enhancer en presencia de proteína Rep, 

también tienen una actividad promotora o enhancer mínima en su ausencia.  

El genoma del AAV contiene tres marcos de lectura abiertos (ORF: Open 

Reading Frame) que codifican proteínas funcionales. El ORF de rep codifica cuatro 

proteínas Rep (Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40) que se sintetizan a partir de los mRNA 

iniciados a partir de los promotores p5 y p19 (Figura 14). Las dos proteínas más grandes 
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Tabla 6. Receptores, correceptores y tropismo de los principales serotipos de AAV. 

 

FGFR1: Receptor del Factor de Crecimiento de Fibroblastos tipo 1; HGFR: Receptor del Factor de 
Crecimiento de Hepatocitos; LamR: Receptor de Laminina; PDGFR: Receptor del Factor de Crecimiento 
derivado de Plaquetas; EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico. Adaptado de (Lentz, Gray, 
and Samulski 2012).  

 

El tráfico de las partículas víricas desde el medio extracelular al interior del 

núcleo no se conoce completamente, aunque parece que en algunos serotipos pueden 

estar mediado por endocitosis en vesículas con revestimiento de clatrina (Schultz and 

Chamberlain 2008). Una vez en el núcleo celular, la síntesis de la cadena 

complementaria de DNA viral requiere tanto de la maquinaria enzimática celular (Nash, 

Chen, and Muzyczka 2008) como de la expresión del gen viral Rep, dando lugar a las 4 

proteínas Rep (Im and Muzyczka 1992). En ausencia de un virus accesorio, el genoma 

viral puede persistir de forma episomal formando monómeros o uniéndose, dando lugar 

a concatámeros circulares (Schnepp et al. 2005).  

 

 

 

 

 

AAV1 Ácido Siálico Desconocido

AAV2 Heparán Sulfato
FGFR1, HGFR, 

LamR

Células musculares vasculares, músculo 

esquelético, SNC, hígado, riñón

AAV3 Heparán Sulfato
FGFR1, HGFR, 

LamR
Músculo esquelético, hepatocarcinoma

AAV4 Ácido Siálico Desconocido SNC (ependimocitos), retina

AAV5 Ácido Siálico PDGFR
Músculo esquelético, SNC, ependimocitos, 

pulmón, retina

AAV6 Ácido Siálico EGFR Músculo esquelético, corazón, pulmón

AAV7 Desconocido Desconocido Músculo esquelético, SNC, retina

AAV8 Desconocido LamR
Hígado, músculo esquelético, SNC, retina, 

páncreas, corazón, tejido adiposo

AAV9 Galactosa N-unida LamR
Hígado, corazón, pulmón, SNC, músculo 

esquelético, páncreas, riñón, tejido adiposo

Músculo esquelético, SNC, retina, páncreas

Serotipo 

AAV
TropismoCorreceptorReceptor
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4.2.2.  Producción de los vectores AAV recombinantes 

Para producir los vectores virales derivados de los AAV se elimina el genoma 

viral codificante para las proteínas Rep y Cap, pero se mantienen las dos ITR necesarias 

para la encapsidación. El constructo de DNA de interés se coloca entre las ITR, sin 

superar el máximo de 4,7 kb de encapsidación. Además del gen de interés, se debe 

diseñar un enhancer, un promotor y una secuencia de poliadenilación apropiados para 

garantizar la expresión correcta de dicho gen (R. Jude Samulski and Muzyczka 2014). 

Al sustituir las proteínas virales se reduce considerablemente la acción del sistema 

inmunitario contra las células transducidas, pese a que se han descrito respuestas 

inmunes contra las cápsides de los vectores AAV en humanos (Manno et al. 2006; 

Mingozzi et al. 2009). Generalmente, la mayor parte de vectores virales utilizados en 

estudios de terapia génica utilizan el genoma del AAV2, dado que es uno de los 

serotipos mejor caracterizados (R. J. Samulski et al. 1982; Srivastava et al. 1989; R. 

Jude Samulski and Muzyczka 2014). 

Los vectores AAV pueden ser producidos y purificados a títulos elevados en el 

laboratorio (Eduard Ayuso, Mingozzi, and Bosch 2010). La producción más utilizada es 

la del sistema de triple transfección utilizando 3 plásmidos (Figura 15). Un plásmido 

contiene el constructo de DNA de interés flanqueado por las ITR. Un segundo plásmido 

accesorio, sin ITR, codifica para las proteínas virales Rep y Cap. Ambos plásmidos se 

cotransfectan en células HEK293 juntamente con un tercer plásmido codificante para 

las proteínas adenovirales accesorias necesarias para la replicación de los vectores 

AAV. Con esta técnica se consigue encapsidar solamente el material genético localizado 

entre las ITR, evitando la encapsidación de los genes virales (Lai, Yue, and Duan 2010; 

Wu, Yang, and Colosi 2010). La combinación del gen Rep del AAV2 con el gen Cap de 

otros serotipos permite obtener partículas virales con las ITR del AAV2 pero con la 

cápside de otros serotipos, modificando así el tropismo del vector (Rabinowitz et al. 

2002; Grimm et al. 2008).  

El método más eficiente de purificación de vectores AAV, que separa las 

cápsides vacías de las que contienen genomas (cápsides llenas), es la purificación por 

gradiente de cloruro de cesio (CsCI) (E. Ayuso et al. 2010). Este método, descrito en 

nuestro laboratorio, utiliza el polietilenglicol (PEG) para precipitar y posteriormente el 

CsCl para purificar. Esto permite reducir significativamente las cápsides vacías y las 

impurezas de DNA y proteínas, lo que aumenta la pureza de la preparación viral y, por 

lo tanto, la eficiencia de transducción in vivo (E. Ayuso et al. 2010). 
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humanos, mieloblastos de ratón y sinoviocitos de conejo. La administración del vector 

retroviral permitió alcanzar valores de actividad GALNS superiores a los de células 

sanas, así como una normalización de los niveles de GAGs en los tipos celulares 

transducidos. 

Otro estudio in vitro utilizó vectores lentivirales portadores del gen GALNS. Estos 

vectores también fueron capaces de transducir fibroblastos de pacientes de Morquio A 

en cultivo, incrementando la actividad enzimática GALNS. En este tipo celular el 

tratamiento permitió la normalización de la actividad enzimática de otras dos enzimas 

lisosomales, la β-hexosaminidasa y la β-glucoronidasa, que han sido descritas como 

biomarcadores secundarios de la MPS IVA (Mejía 2012; Salazar et al. 2016).  

 

4.3.2.  Terapia génica con vectores AAV 

Los primeros estudios preclínicos in vitro que utilizaron vectores AAV para tratar 

la MPS IVA utilizaron los promotores del citomegalovirus (CMV) u otros promotores 

eucarióticos tales como el factor de elongación 1α (EF1) o el de la α1 antitripsina 

humana (hAAT) para expresar la enzima GALNS humana en fibroblastos de pacientes 

de Morquio A (Gutiérrez et al. 2008; C. Alméciga-Díaz et al. 2009; C. J. Alméciga-Díaz 

et al. 2010). Esta transducción llevó a un incremento de la actividad GALNS y además, 

se observó que la co-expresión con SUMF1 incrementaba aún más la actividad 

enzimática en el lisado celular, llegando a detectar una correcta secreción de la enzima 

en el medio de cultivo (C. J. Alméciga-Díaz et al. 2010). 

Tras los estudios in vitro, se realizaron estudios in vivo de esta aproximación de 

terapia génica mediante la administración intravenosa de vectores AAV-hAAT-GALNS 

con y sin cotransducción con AAV-CMV-SUMF1 en ratones MPS IVA. Ambos casos 

permitieron un incremento de la actividad GALNS circulante, siendo la terapia de AAV-

hAAT-GALNS+AAV-CMV-SUMF1 la que alcanzó mayores niveles de actividad 

enzimática, hasta un 20% más que los ratones WT tras 12 semanas desde la 

administración. Múltiples órganos se transdujeron exitosamente, como el hígado que 

alcanzó un incremento de actividad GALNS hasta el 21%, en los tratados con AAV-

hAAT-GALNS, y el 37%, en los tratados con cotransducción con AAV-CMV-SUMF1+ 

AAV-hAAT-GALNS, respecto a los ratones WT. La coinyección de los vectores AAV-

hAAT-GALNS y AAV-CMV-SUMF1 permitió un incremento de actividad GALNS del 30% 

en el corazón y del 33% en el hueso de ratones MPS IVA, mayores que los conseguidos 

sin la coadministración con SUMF1 (C. Alméciga-Díaz et al. 2012).  
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Para mejorar la captación del vector al tejido óseo, la cápside se modificó 

mediante la inserción de múltiples secuencias peptídicas cortas. La inclusión de estas 

modificaciones confirió al vector afinidad por la hidroxiapatita (HA), el componente 

principal de la matriz ósea. El análisis in vitro de este vector demostró tener una afinidad 

por la hidroxiapatita del 100%. Además, el estudio in vivo en ratones inyectados con 

este vector permitió detectar niveles de transducción del hueso mucho más elevados 

que los observados con el vector no modificado, además de otros órganos periféricos 

como el hígado y el corazón (C. Alméciga-Díaz et al. 2012; Shunji Tomatsu, Alméciga-

Díaz, et al. 2015). 

En conjunto, las aproximaciones de terapia génica basadas en vectores AAV 

fueron capaces de incrementar los niveles de actividad GALNS, reduciendo los niveles 

de KS en los tejidos analizados. Sin embargo, estos estudios fueron realizados en 

ratones modelos de MPS IVA que no desarrollan la patología esquelética ni todas las 

alteraciones presentes en pacientes de Morquio A. Por ello, es necesaria la generación 

de nuevos modelos animales de la MPS IVA que desarrollen las alteraciones óseas y 

permitan testar la eficacia de nuevas aproximaciones terapéuticas. 
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5.   GENERACIÓN DE MODELOS ANIMALES MEDIANTE CRISPR/CAS9 

Actualmente, ninguno de los ratones modelo de la MPS IVA disponibles es capaz 

de desarrollar las principales alteraciones esqueléticas de los pacientes. Para diferentes 

enfermedades hereditarias, se ha observado que el modelo en rata desarrolla fenotipos 

más similares a las alteraciones patológicas observadas en pacientes humanos, en 

comparación con los modelos de ratón (Tessitore et al. 2008; Larcher et al. 2014; Byrne 

et al. 2019). En los últimos años, la edición genética ha facilitado la generación de 

modelos animales en organismos diferentes al ratón, como puede ser la rata. En el 

contexto de la MPS IVA, la edición genética supone una herramienta útil para la 

introducción de mutaciones asociadas a la enfermedad de Morquio A en el genoma de 

la rata.  

Existen varias técnicas, basadas en el uso de nucleasas, para la edición del 

genoma como son las zinc-finger nucleases (ZFN) y las transcription activator-like 

effector nucleases (TALEN). Sin embargo, el sistema que ha revolucionado el campo de 

la edición genética es el basado en la tecnología CRISPR/Cas9, por su versatilidad, 

eficiencia y facilidad de diseño (Hall et al. 2018; Lee, Sung, and Baek 2018). 

 

5.1.  Sistema CRISPR/Cas9 

El sistema CRISPR/Cas9 se basa en el uso de la nucleasa Cas9, la cual es capaz 

de realizar cortes de doble cadena en el genoma. Los cortes de doble cadena que 

realizan este tipo de nucleasas son cortes dirigidos, los cuales necesitan de secuencias 

CRISPR y secuencias PAM para llevarse a cabo (Mojica and Montoliu 2016).  

Las secuencias CRISPR son repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 

regularmente interespaciadas (clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats), las cuales se identificaron por primera vez como un sistema de defensa 

bacteriano contra DNA extraño (Mojica and Montoliu 2016). Estas secuencias están 

compuestas por repeticiones cortas, seguidas por fragmentos cortos de DNA 

espaciador, procedentes de la exposición a diferentes patógenos. En procariotas estas 

secuencias se transcribirán dando lugar a secuencias de RNA capaces de reconocer 

con cierta homología un DNA exógeno. Estos RNAs formaran un complejo con la 

nucleasa Cas9 de la bacteria, permitiendo así el corte dirigido sobre el genoma del 

patógeno. 

Las secuencias PAM o protospacer adjacent motif son secuencias necesarias 

para la unión de la nucleasa Cas9. Éstas son secuencias de 2-6 pares de bases y se 
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encuentran próximas a las regiones del genoma reconocidas por los RNA procedentes 

de las secuencias CRISPR. La nucleasa Cas9 realizará un corte de doble cadena 

aproximadamente 3 nucleótidos más allá de esta región. 

De esta manera, las bacterias son capaces de protegerse de la infección por 

parte de otros microorganismos, ya que una vez se produzca esta infección, la nucleasa 

Cas9, unida a las secuencias de RNA derivadas de las secuencias CRISPR, será capaz 

de reconocer de forma específica el genoma del patógeno. Si este reconocimiento tiene 

lugar en una región del genoma del patógeno en el que se haya una secuencia PAM, la 

nucleasa podrá actuar y cortará el DNA exógeno. 

   

5.2.  Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas9 en la edición genética dirigida 

Recientemente se ha descubierto el potencial del sistema CRISPR/Cas9 como 

herramienta de edición genética para generar modificaciones específicas en el genoma, 

que se pueden aplicar a prácticamente cualquier organismo (Mojica and Montoliu 2016). 

Basándose en el principio de actuación del sistema CRISPR/Cas9 de bacterias se 

pueden diseñar RNAs sintéticos que actúen como guías (RNA guía o gRNA) en el 

reconocimiento de secuencias específicas del genoma. 

La microinyección de estos gRNA juntamente con la nucleasa Cas9 en el 

pronúcleo de un embrión permitiría la formación de un complejo capaz de dirigir de forma 

guiada la rotura de doble cadena en una región específica del genoma. La reparación 

de este corte en el DNA podría dar como resultado la introducción de una pequeña 

mutación de inserción o deleción (Indel) por reparación de uniones de extremos no 

homólogos (NHEJ: Non Homologous End Joining), dando lugar a un animal Knock-out. 

Por otro lado, si conjuntamente a la microinyección del gRNA y la Cas9 se introduce un 

DNA con secuencias homólogas a la región de interés (DNA donante), el corte se puede 

resolver mediante reparación dirigida por homología (HDR: Homology Directed Repair), 

permitiendo la inserción de secuencias especificas en el genoma y generando así un 

animal Knock-in (Figura 16) (Hall et al. 2018). 
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La Mucopolisacaridosis tipo IVA (MPS IVA) es una enfermedad progresiva de 

depósito lisosomal caracterizada por una severa displasia esquelética y anomalías en 

la condrogénesis. Pese a que los tejidos óseos son los que muestran signos patológicos 

más severos, la MPS IVA es además una enfermedad multisistémica que presenta 

alteraciones a nivel cardíaco, respiratorio, dental y gastrointestinal. Actualmente, no 

existe un modelo animal que mimetice todos los signos clínicos de la MPS IVA humana. 

Por ello, es necesaria la generación de nuevos modelos animales que desarrollen las 

principales alteraciones patológicas de los pacientes Morquio A, para posteriormente 

poder ensayar nuevas aproximaciones terapéuticas para el tratamiento de la 

enfermedad. En la actualidad, el único tratamiento aprobado para la MPS IVA es una 

terapia de reemplazo enzimático (ERT), pero esta terapia no es capaz de revertir los 

problemas de crecimiento, esqueléticos y cardíacos. La terapia génica in vivo basada 

en la administración de vectores adenoasociados (AAV) que codifiquen la proteína 

GALNS podría superar las limitaciones de la ERT, ya que posibilitaría la expresión 

continua de Galns a largo plazo. 

Por tanto, el objetivo general de la presente tesis doctoral fue desarrollar una 

terapia génica eficaz para el tratamiento de Morquio A. Este objetivo principal se 

subdividió en dos objetivos específicos: 

 

1. Generar una rata modelo de la MPS IVA con deficiencia de la enzima 

GALNS, utilizando el sistema de CRISPR/Cas9 para introducir en el genoma de 

la rata la mutación missense más frecuente en pacientes de Morquio A. 

 

2. Desarrollar una estrategia de terapia génica in vivo mediada por AAVs para 

el tratamiento de la MPS IVA. Este objetivo se subdividió en los siguientes: 

 

         2.1. Determinar la biodistribución y la eficiencia de transducción del vector 

AAV9-GFP en el sistema esquelético y en otros órganos y tejidos 

afectados en pacientes de Morquio A.  

 

         2.2.  Evaluar el efecto terapéutico de la administración intravenosa de un 

vector AAV9 codificante para la proteína GALNS (AAV9-Galns) en la rata 

modelo de la MPS IVA. 
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Parte 1. Generación y caracterización de  

una rata modelo de la MPS IVA 
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1.  GENERACIÓN DE UNA RATA KNOCK-IN MODELO DE LA 

MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO IVA (MPS IVA)  

1.1.  Estrategia de generación de una nueva rata modelo de la MPS IVA mediante 

edición genética con la tecnología de CRISPR/Cas9 

 Dada la necesidad de un modelo animal que mimetice las principales 

alteraciones observadas en los pacientes de Morquio A, se generó un modelo de rata 

MPS IVA mediante la tecnología CRISPR/Cas9. Para ello, se introdujo una mutación en 

el gen Galns, equivalente a la mutación humana más frecuente. En humanos se trata 

de la mutación missense c.1156C>T, en la que se substituye una citosina por una timina 

en la posición 1156. Este cambio de base genera un cambio de aminoácido (aa) en la 

superficie de la enzima GALNS, en el que la arginina (Arg) 386 se substituye por una 

cisteína (Cys), alterando así la estructura terciaria de la proteína. Esta mutación genera 

una ausencia total de actividad GALNS en pacientes de Morquio A y, por ello, está 

asociada a un fenotipo severo de la enfermedad (Sukegawa 2000; Shunji Tomatsu, 

Montaño, et al. 2005). 

Con el fin de generar en la rata la mutación equivalente a la humana, se alineó 

la secuencia proteica de la GALNS humana con la secuencia de la proteína GALNS de 

Rattus norvegicus con el fin de identificar la posición de la Arg386 humana en la proteína 

de rata. Así, se encontró que el aminoácido Arg equivalente está situado en la posición 

388 de la proteína de rata, por lo tanto, la mutación missense en la rata debía de generar 

el cambio de aa Arg388Cys. En la secuencia codificante de la GALNS humana, el 

cambio de un único nucleótido C>T se sitúa en la posición 1156. La citosina equivalente 

se identificó en la posición 1162 de la secuencia codificante de la GALNS de rata, 

ubicada también en el exón 11 del gen. Por lo tanto, la mutación missense que se tenía 

que introducir en el genoma de la rata era c.1162C>T. 

 Para llevar a cabo la edición genética del gen Galns de rata, se diseñaron RNAs 

guía (gRNA) dirigidos al exón 11 del gen Galns con el objetivo de inducir la rotura de 

doble cadena cerca de la posición 1162 (Figura 17A). El gRNA se diseñó para reconocer 

la secuencia complementaria del DNA genómico y, por lo tanto, permitió una rotura de 

doble cadena específica, a través del reclutamiento de Cas9 en esa región gracias al 

reconocimiento de la secuencia PAM. Estas roturas de doble cadena permiten la 

inactivación de genes, mediante la reparación por uniones de extremos no homólogos 

(NHEJ; Non homologous end joining), lo cual generaría un knock-out (KO), o la 

introducción de mutaciones puntuales mediante reparación dirigida por homología 
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(HDR; Homology directed repair) con un DNA donante portador de una mutación, lo cual 

generaría un Knock-in (KI).  

Con el fin de generar una rata KI portadora de la mutación c.1162C>T, se diseñó 

una secuencia de DNA donante de una sola hebra, que incluía dos brazos de homología, 

la mutación c.1162C>T y, además, una diana de restricción para la enzima MboII, 

introducida para poder identificar los animales portadores de la mutación. El gRNA 

específico, junto con el DNA donante y el mRNA de Cas9 se microinyectaron 

conjuntamente en embriones de rata Sprague Dawley de una célula, tal y como se indica 

en Material y Métodos. 

La microinyección en embriones de rata, y la posterior transferencia a hembras 

receptoras, dio lugar al nacimiento de 246 ratas. En esta primera generación de ratas, 

también conocida como fundadoras o F0, se observaron mediante análisis por PCR, y 

digestión con MboII, patrones de bandas distintos (Figura 17B). Esto confirmó la 

reparación por HDR y, por lo tanto, la introducción del DNA donador en los animales KI 

(Figura 17B). El análisis por secuenciación de Sanger de los amplicones de PCR 

confirmó la introducción de la mutación C>T y de la diana de restricción MboII en el gen 

Galns de rata (Figura 17C). También se obtuvieron ratas KO debido a la reparación por 

NHEJ que, a diferencia de las ratas KI, presentaban mutaciones de desplazamiento del 

marco de lectura, como se muestra en la Figura 17C. Tras este análisis, se observó que 

alrededor del 25% (62/246) de las ratas presentaban un alelo KO y del 9% (22/246) 

presentaban el alelo KI. 
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Los amplicones obtenidos tras la secuenciación por Sanger se analizaron 

también utilizando el software TIDE (Easy quantitative assessment of genome editing 

by sequence trace decomposition). Este software permitió diferenciar de manera rápida 

y eficiente los animales KI de los KO tras la edición genómica a partir de un alineamiento 

con una secuencia control del exón 11 del gen Galns, también obtenida por 

secuenciación de Sanger (Figura 18). 

 

Figura 18. Análisis bioinformático de la edición génica mediante TIDE. (A) Las ratas KI mostraron tres 
puntos distintos (verde claro) en comparación a la secuencia control WT (verde oscuro), uno 
correspondiente a la mutación de interés (C>T) y dos a la nueva diana de restricción para MboII (MboII LR). 
(B) Las ratas KO mostraron múltiples puntos distintos (verde claro) en comparación a la secuencia control 
WT (verde oscuro), correspondientes a una mutación por cambio de marco de lectura que alteraba toda la 
secuencia aproximadamente a partir del punto de corte de la Cas9 (línea azul discontinua). 

 

1.2.  Secuenciación de alelos del gen Galns 

La secuenciación de Sanger permitió identificar qué ratas habían introducido la 

mutación C>T en su genoma por HDR con el DNA donante (ratas KI) y en cuáles se 

había reparado por NHEJ, generando indels en la secuencia (ratas KO). El 8% de las 

ratas F0 analizadas presentaron un genotipo KI/KO, es decir, presentaban la mutación 

C>T (KI) y un desplazamiento del marco de lectura (KO) en el genoma. El inconveniente 

de la secuenciación de Sanger es que amplificaba las dos copias del gen Galns, de 

manera que no permitía estudiar los alelos de Galns por separado en un mismo animal. 

Con el fin de demostrar que la mutación C>T deseada se había insertado en una sola 

(KI)

(KO)

MboII LRC>T

Mutación por desplazamiento del marco de lectura

A

B
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copia del gen, sin alterar ningún otro nucleótido de la secuencia, se realizó la 

secuenciación de los alelos Galns por separado.  

El diseño experimental para secuenciar los alelos Galns de 6 ratas de manera 

independiente se muestra en la Figura 19. El objetivo fue introducir en un plásmido 

p123T un fragmento del amplicón Galns, obtenido tras la amplificación por PCR 

utilizando los primers Fw y Rv del genotipado (ver Material y Métodos). En este amplicón 

se encontraba la mutación C>T, en las ratas KI, y/o la mutación de cambio del marco de 

lectura, en los animales KO. Para analizar cada alelo de manera independiente, se 

separaron las copias del gen Galns mediante clonación en un plásmido p123T, ya que 

en cada plásmido sólo podía ligar una copia de Galns. Posteriormente, se transformaron 

dichos plásmidos en bacterias XL2Blue para amplificar el DNA plasmídico. Se 

seleccionaron 6 colonias y se aisló el DNA plasmídico de cada colonia, el cual contenía 

sólo una copia del gen Galns. Se identificó la correcta inserción del amplicón mediante 

una digestión con DraI, una diana endógena localizada en el gen Galns. Finalmente, se 

secuenciaron por Sanger los plásmidos con primers T3 y T7 que se encontraban en el 

plásmido p123T flanqueando el amplicón en 5’ y 3’, respectivamente. 

Los resultados de la secuenciación de alelos de las 6 ratas seleccionadas se 

muestran en la Tabla 7. De esta manera, se pudo analizar cada alelo Galns por separado 

y detectar aquellos alelos que habían introducido correctamente tanto la mutación C>T 

como la diana de restricción para MboII (ratas KI) de aquellos con indels que generaban 

mutaciones de desplazamiento del marco de lectura (ratas KO). Esto permitió 

seleccionar las ratas KI fundadoras (F0) para formar a continuación las colonias de ratas 

modelo de MPS IVA. 
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Tabla 7: Resultados del análisis de secuenciación de alelos 

 

Las dos copias del gen Galns de 6 ratas, de genotipo KI o KI/KO, se separaron mediante clonación en un 
plásmido. Se secuenciaron por Sanger 6 colonias obtenidas tras la transformación de dicho plásmido. Los 
resultados de la secuenciación de alelos muestran la presencia de alelos KI (Knock-in), alelos KO (Knock-
out) o “no amp” si no amplificó. Todas las ratas analizadas, exceptuando la rata nº6, mostraron los alelos 
KI y KO en diferentes copias del gen Galns. 

 

1.3.  Obtención de la rata modelo de MPS IVA tras retrocruces selectivos para la 

segregación cromosómica de off-targets 

Las ratas homocigotas Knock-in Galns-/- de la F0 no mostraron niveles 

detectables de actividad GALNS circulante en comparación con las ratas WT (Figura 

20A), lo que confirmó que la mutación C>T introducida conducía a una completa 

deficiencia de la actividad enzimática GALNS.  

Estudios recientes han demostrado que el sistema CRISPR/Cas9 puede 

ocasionar mutaciones no deseadas (off-target) (Tsai et al. 2017; Wilson et al. 2019). 

Para conseguir reducir al máximo estos eventos off-target, se generaron dos líneas de 

ratas KI (L1 y L2) a partir de progenitores independientes de la F0 y se realizaron 

retrocruces selectivos durante 3 generaciones para segregar los posibles off-targets 

generados por el sistema CRISPR/Cas9. La actividad GALNS se midió en las ratas 

obtenidas en las tres generaciones (F1, F2 y F3), sin observar diferencias entre líneas, 

dado que todas ratas Galns+/- heterocigotas obtuvieron valores de actividad GALNS 

aproximadamente del 50% respecto al WT (Figura 20B). Finalmente, se cruzaron ratas 

heterocigotas de la tercera generación (F3) para obtener ratas KI Galns-/- homocigotas, 

Rata Colonia
Secuenciación 

de alelos
Rata Colonia

Secuenciación 

de alelos

1.1 KI 4.1 KI

1.2 no amp 4.2 KI

1.3 no amp 4.3 KI

1.4 KI 4.4 KI

1.5 KI 4.5 KI

1.6 KI 4.6 KI

2.1 KO 5.1 KO

2.2 KI 5.2 KI

2.3 no amp 5.3 KO

2.4 KO 5.4 KI

2.5 KO 5.5 KI

2.6 KO 5.6 KO

3.1 KO 6.1 KI+KO

3.2 KO 6.2 KI+KO

3.3 KO 6.3 KI+KO

3.4 KI 6.4 KI+KO

3.5 KI 6.5 KI+KO

3.6 KO 6.6 KI+KO

   

   

Rata1 

(KI)

Rata4 

(KI)

Rata2 

(KI/KO)

Rata5 

(KI/KO)

Rata3 

(KI/KO)

Rata6 

(KI/KO)
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2.  CARACTERIZACIÓN DE LA RATA MODELO DE MPS IVA 

2.1.  Análisis de la actividad GALNS y la acumulación de KS en las ratas MPS 

IVA 

Tras demostrar la ausencia de actividad GALNS circulante en las ratas MPS IVA 

(Figura 20C), se procedió a analizar la actividad GALNS en múltiples órganos de dichas 

ratas. Como se esperaba, las ratas MPS IVA presentaron niveles prácticamente 

indetectables de actividad GALNS en todos los tejidos analizados, como el hígado, el 

corazón, el pulmón y el cerebro (Figura 21A). La falta de actividad enzimática GALNS 

resultó en un aumento progresivo en el contenido de KS en suero (Figura 21B) e hígado 

(Figura 21C).  

 

Figura 21. Actividad de GALNS y contenido de KS en ratas MPS IVA. (A) Actividad GALNS en el hígado, 
corazón, pulmón y cerebro de ratas macho WT y MPS IVA a 1 mes de edad. La actividad GALNS fue 
prácticamente indetectable en todos los tejidos analizados de ratas MPS IVA. (B, C) Cuantificación de los 
niveles de KS en suero (B) e hígado (C) de las ratas macho WT y MPS IVA a diferentes edades. Se observó 
una marcada acumulación de KS en las ratas MPS IVA en todas las edades analizadas. Los resultados se 
muestran como la media ± SEM; n=4-5 animales por grupo. *P<0,05 y ***P<0,001 vs WT. ND: no detectable.  

 

La acumulación de KS en el hígado de animales MPS IVA también se confirmó 

a nivel ultraestructural mediante análisis por microscopia electrónica de transmisión 

(MET). Las células de Kupffer de las ratas MPS IVA presentaron numerosas vesículas 

electrolúcidas en el citoplasma, las cuales podrían corresponder a acúmulos 
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En conjunto, las ratas MPS IVA presentaron un fenotipo patológico en el cartílago 

de crecimiento, con acumulación de KS e hipertrofia de los condrocitos, que se tradujo 

en una reducción en la longitud de la tibia. Estos resultados sugirieron que la 

acumulación de KS en la placa de crecimiento podría ser la principal causa de las 

alteraciones óseas observadas en la nueva rata modelo de la MPS IVA, dado que los 

niveles de C6S no fueron estadísticamente diferentes a los observados en WT. 

 

2.3.  Detección de osteoartritis en las articulaciones de las ratas MPS IVA 

La enfermedad de Morquio A también se caracteriza por una condrogénesis 

anómala que conduce a la pérdida temprana del cartílago articular y a complicaciones 

osteoartríticas secundarias (Shunji Tomatsu et al. 2014; Colmenares-Bonilla and 

Esquitin-Garduño 2017; Khan et al. 2017). El cartílago articular es un tejido elástico y 

firme que protege los huesos de las articulaciones, permitiendo que éstos se deslicen 

unos sobre los otros. Cuando este cartílago se desgasta y empieza a romperse, los 

huesos de la articulación entran en contacto directo, provocando erosiones en la 

superficie ósea y dando lugar a la osteoartritis (OA).  

Dada la elevada tasa de incidencia de OA en los pacientes de Morquio A, se 

analizó histológicamente el cartílago articular en las ratas MPS IVA a distintas edades. 

Las ratas MPS IVA de un mes de edad no mostraron diferencias aparentes en el estado 

del cartílago articular de la tibia (Figura 26), probablemente debido a que eran jóvenes 

y el cartílago aún no se había alterado. En cambio, a los 3 meses de edad, ya se empezó 

a detectar un ligero desgaste de la capa superficial del cartílago articular, con presencia 

de algunos condrocitos hipertrofiados (Figura 26). Finalmente, cuando se analizó el 

estado del cartílago articular de las ratas MPS IVA a los 6 meses de edad, se detectó 

una amplia presencia de condrocitos hipertróficos y vacuolados (Figura 26 y 27A). 

Además, se observó una mayor erosión y una menor presencia de condrocitos en la 

capa más externa del cartílago articular (Figura 26).  
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Figura 28. Análisis histológico de la membrana sinovial de ratas MPS IVA. Imágenes representativas 
de cortes histológicos de la membrana sinovial teñida con HE de ratas WT y MPS IVA de 6 meses de edad. 
Se detectó una hiperplasia de las células epiteliales de la superficie interna de la membrana sinovial en las 
ratas MPS IVA (cabezas de flecha negras), correspondiente a una posible inflamación por sinovitis. Barras 
de escala: 50 µm. n=3 animales por grupo. 

 

2.4.  Evaluación de la patología dental de las ratas MPS IVA 

Las anomalías dentales, como la fragilidad dental y la hipoplasia del esmalte, 

son características frecuentes de los pacientes de Morquio A (S. Tomatsu et al. 2011; 

De Santana Sarmento et al. 2015). Los defectos en el esmalte observados en estos 

pacientes probablemente se deben a la acumulación patológica de KS y C6S en los 

ameloblastos (Yamakoshi et al. 2002), células cuya función es la de producir el esmalte 

que refuerza y protege los dientes. Las ratas, a diferencia de los humanos, presentan 

un pigmento de hierro en el esmalte que da lugar a una coloración anaranjada que se 

observa claramente en los incisivos. Cuando el esmalte no se produce correctamente, 

los dientes adquieren una apariencia blanca, correspondiente al color de la dentina, la 

capa situada bajo el esmalte. Este hecho hace más evidente la hipoplasia del esmalte 

en los dientes de las ratas.  

Dadas las alteraciones dentales características de los pacientes de Morquio A, 

se analizaron morfológicamente los dientes de las ratas MPS IVA. Este estudio 

evidenció una pérdida de la pigmentación del esmalte en ratas MPS IVA a los 2 meses 

de edad, ya que presentaron incisivos blancos (Figura 29A). Otra alteración dental 

observada en algunas ratas MPS IVA a los 2 meses de edad fue la maloclusión de los 

incisivos (Figura 29A).  

Con el fin de evaluar si la hipoplasia del esmalte observada en las ratas MPS 

IVA podía estar causada por alteraciones en las células productoras de este esmalte, 

se analizaron los incisivos las ratas MPS IVA a los 6 meses de edad mediante MET. 

Este estudio ultraestructural evidenció la presencia de grandes vesículas de 

WT MPS IVA
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A los 6 meses de edad, las ratas MPS IVA presentaron vesículas de almacenamiento 

intracelular en las células ciliadas del epitelio respiratorio de la tráquea (Figura 31A). 

Este hallazgo se confirmó adicionalmente mediante el análisis ultraestructural de este 

tipo celular, que mostró grandes vacuolas electrolúcidas en las células ciliadas del 

epitelio respiratorio de las ratas MPS IVA en comparación con las de los animales WT 

(Figura 31B). A diferencia de las células ciliadas, las células caliciformes o secretoras 

de mucus, no mostraron acumulación de material electrolúcido (Figura 31B).  

Además, el análisis de MET reveló alteraciones en la lámina propia mucosa de 

la tráquea de las ratas MPS IVA. Esta capa delgada de tejido conectivo forma parte de 

las membranas mucosas del tracto respiratorio y tiene un importante papel estructural e 

inmunológico, evitando la entrada de gérmenes en los bronquios. En este tejido, la 

alteración se observó a nivel de los fibroblastos, los cuales presentaron vesículas de 

acumulación de material electrolúcido solamente en las ratas MPS IVA (Figura 31B). 
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2.7.  Detección de material de almacenamiento en el cerebro de ratas MPS IVA 

En las MPS con afectación en el SNC, como la MPS II o III, existe una gran 

evidencia de activación de células gliales probablemente debida a la acumulación 

patológica de GAGs en el SNC (Tamagawa et al. 1985; Kurihara, Kumagai, and 

Yagishita 1996; Hamano et al. 2008). Aunque la MPS IVA sea considerada una MPS sin 

afectación en el SNC, el examen neuropatológico postmortem de un paciente con 

Morquio A reveló la presencia de inflamación en diferentes áreas del cerebro como la 

corteza cerebral y los ganglios basales (Koto et al. 1978). Uno  de los ganglios basales 

involucrado en las respuestas emocionales es la amígdala, la cuál ha sido el foco de 

interés de varios grupos de investigación que examinan los comportamientos 

emocionales y sociales de varios síndromes (Davison et al. 2013). Así pues, alteraciones 

en estas regiones podrían explicar la mayor incidencia en los pacientes de Morquio A 

de sufrir alteraciones del comportamiento, como ansiedad y depresión (Davison et al. 

2013).   

Con el fin de evaluar si las ratas MPS IVA presentaban alteraciones en el SNC, 

se realizó un análisis en cortes histológicos del cerebro, mediante tinción con azul de 

toluidina, que reveló la presencia de material acumulado en el isocórtex y la amígdala a 

los 6 de meses de edad (Figura 33A). Estos resultados se confirmaron mediante el 

análisis ultraestructural por MET del isocórtex y de la amígdala. En ambas áreas del 

cerebro de ratas MPS IVA, se detectaron vacuolas electrolúcidas que parecían ser 

lisosomas cargados con GAGs en el citoplasma de células gliales perineuronales, 

yuxtapuestas a las neuronas de la corteza cerebral (Figura 33B). En cambio, no se 

observaron lesiones en las neuronas a la edad del análisis (Figura 33B). 
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En conjunto, la nueva rata modelo de la MPS IVA desarrolló los signos 

patológicos típicos de la enfermedad, como alteraciones en el tamaño corporal, pérdida 

temprana de cartílago articular, hipertrofia de condrocitos, alteraciones esqueléticas, 

hipoplasia del esmalte dental y acumulación de KS en todos los órganos estudiados. 

Por lo tanto, la rata modelo desarrolló la MPS IVA humana y podría proporcionar una 

herramienta útil para el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos para revertir las 

alteraciones esqueléticas, periféricas y centrales de la MPS IVA. 
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1.  ESTUDIO DE LA BIODISTRIBUCIÓN DEL VECTOR ADENOASOCIADO DE 

SEROTIPO 9 (AAV9) PARA LA TRANSFERENCIA GÉNICA EN LA MPS IVA 

1.1.  Administración intravenosa del vector AAV9-GFP en ratas 

Las ratas MPS IVA desarrollaron la patología esquelética característica de la 

enfermedad de Morquio A, demostrando ser un buen modelo para el ensayo de nuevas 

estrategias terapéuticas. Con el objetivo de desarrollar una terapia génica para Morquio 

A, se analizó previamente si el vector AAV9 administrado por vía intravenosa (IV) era 

capaz de transducir los diferentes huesos y tejidos afectados en la MPS IVA. 

Anteriormente, nuestro laboratorio había demostrado en un estudio de biodistribución 

en ratones que el vector AAV9 es capaz de transducir el hueso con elevada eficiencia 

(Sánchez 2018). Por ello, se seleccionó este serotipo para estudiar la farmacocinética 

no clínica en ratas. Estos vectores AAV9 contenían la secuencia codificante de la 

proteína verde fluorescente (GFP; Green Fluorescence Protein) bajo el control del 

promotor ubicuo CAG (promotor híbrido formado por el potenciador de la transcripción 

del citomegalovirus, el promotor de la β-actina de pollo y el primer intrón del gen de la 

β-globina) para permitir la expresión de GFP en todas las células transducidas del 

organismo.  

Una vez generados los vectores AAV9-GFP, se decidió utilizar la vía intravenosa 

para su administración, dada la amplia distribución que permite esta vía, alcanzando la 

mayoría de los tejidos periféricos. Este estudio permitió evaluar la biodistribución del 

vector AAV9-GFP y su capacidad de transducción del hueso y de los principales órganos 

alterados en Morquio A, como la tráquea o el corazón.  

Con este objetivo, se administró el vector AAV9-GFP por vía IV a una dosis de 

3,7x1012 vg/rata (6,67x1013 vg/kg) a ratas macho WT de 4 semanas de edad. Dos 

semanas tras la administración del vector AAV9-GFP, se eutanasiaron los animales, 

junto con ratas no inyectadas de la misma edad, y se diseccionaron y analizaron 

distintos tejidos clave. En la Figura 34 se presenta un esquema del diseño del estudio. 
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En conjunto, estos resultados indicaron que el vector AAV9 era capaz de 

transducir múltiples áreas del fémur y de la tibia, el cartílago articular, el menisco y el 

epitelio de la membrana sinovial después de una única administración IV del vector.  

La zona de la diáfisis más próxima a la placa de crecimiento y el endostio 

presentaban una elevada transducción con AAV9-GFP. Estas son regiones ricas en 

osteoblastos (Forriol and Shapiro 2005; Morrison and Scadden 2014), células 

encargadas de producir y secretar matriz ósea. A medida que estas células secretan 

esta matriz al medio extracelular, van quedando envueltas por ella y acaban 

diferenciándose en osteocitos, células maduras que han perdido su capacidad de 

división (Roca and Castañeda 2005). Los osteocitos son los encargados del 

mantenimiento óseo de por vida, por lo tanto, su transducción resulta importante en 

enfermedades óseas ya que permitiría la expresión del transgén en este tejido de forma 

continuada y a largo plazo. Para evaluar la transducción de los osteoblastos, se realizó 

un estudio de colocalización mediante el análisis inmunohistoquímico doble contra la 

proteína marcadora GFP y la Osteocalcina, proteína específica de osteoblastos (Figura 

36). Este análisis de colocalización de señal fluorescente demostró que parte de las 

células transducidas fueron osteoblastos.  

 

 

Figura 36. Análisis de colocalización GFP-Osteocalcina en tibias de ratas inyectadas con AAV9-GFP. 
El análisis inmunohistoquímico doble contra GFP y osteocalcina de cortes histológicos de fémur y tibia 
demostró la capacidad del vector AAV9-GFP para transducir osteoblastos 2 semanas después de la 
administración intravenosa del vector en ratas WT de 6 semanas de edad. 1: Osteoblastos, 2: Cavidad 
medular. 3: Tejido óseo.  

 

La eficiencia de transducción del tejido óseo mediada por AAV9-GFP también se 

analizó mediante la cuantificación de la fluorescencia emitida por GFP en extractos de 

varios huesos. Dos semanas después de la administración del vector AAV9-GFP, se 

observaron niveles significativos de fluorescencia de GFP, indicativos de una 

transducción eficiente en fémur, tibia, costillas, esternón, vértebras y extremidades 

anteriores (húmero, cúbito y radio) (Figura 37). Estos resultados demostraron que una 
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única administración intravenosa de vectores AAV9-GFP a ratas era capaz de transducir 

de forma eficiente los principales huesos del sistema esquelético. 

 

Figura 37. Transducción generalizada de los huesos tras la administración intravenosa del vector 
AAV9-GFP en ratas. Cuantificación de la fluorescencia de GFP, por ensayo fluorométrico, en huesos dos 
semanas tras la administración intravenosa de una dosis de 3,7x1012 vg/rata de vectores AAV9-GFP a ratas 
WT de 4 semanas de edad. F: Fémur, Ti: Tibia, C: Costillas, ES: Esternón, V: Vértebras, EA: Extremidad 
anterior (húmero, cúbito y radio). Los resultados se muestran como media ± SEM; n=3 animales por grupo. 

 

1.3.  Biodistribución del vector AAV9-GFP en órganos periféricos y encéfalo de 

ratas 

En ratones, la administración IV del vector AAV9 permite la transducción de la 

mayoría de órganos periféricos (Ruzo, Marcó, et al. 2012; Schuster et al. 2014; Murrey 

et al. 2014). Para evaluar la eficiencia de transducción del vector AAV9-GFP 

administrado por vía IV en ratas, se analizó la fluorescencia específica de GFP en los 

diferentes órganos y tejidos afectados en la enfermedad de Morquio A. Este estudio 

evidenció la eficiente transducción de dichos órganos, siendo el músculo cardíaco y 

esquelético el principal tejido transducido por el vector AAV9, seguido de la tráquea, el 

tejido adiposo y el hígado (Figura 38A). 

Dada la capacidad de los vectores AAV9 para cruzar la barrera hematoencefálica 

(BHE) cuando se administran sistémicamente (Foust et al. 2009; Ruzo, Marcó, et al. 

2012; Schuster et al. 2014; Murrey et al. 2014), también se observó que el encéfalo de 

las ratas administradas con el vector AAV9-GFP se transducía, aunque con una 

eficiencia menor a la observada en el resto de los tejidos periféricos. La expresión GFP 

fue prácticamente idéntica en las tres secciones del encéfalo analizadas, demostrando 

una biodistribución homogénea en todo el encéfalo de las ratas administradas con el 

vector AAV9-GFP (Figura 38B).  

0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

F Ti V

G
F

P
 (

R
F

U
/µ

g
)

Huesos

EAESC



                                                                                                    Resultados. Parte 2.                                                                                                                                             

- 94 - 
 

 

Figura 38. Transducción generalizada de los órganos periféricos y el encéfalo tras la administración 
intravenosa del vector AAV9-GFP en ratas. (A, B) Cuantificación de la fluorescencia de GFP por ensayo 
fluorométrico en tejidos periféricos (A) y encéfalo (B), dos semanas tras la administración intravenosa de 
una dosis de 3,7x1012 vg/rata de vectores AAV9-GFP a ratas de 4 semanas de edad. T: Tráquea, Co: 
Corazón, Hi: Hígado, A: Tejido Adiposo blanco epididimal, Cu: Cuádriceps. Los resultados se muestran 
como media ± SEM; n=3 animales por grupo.  

 

1.4.  Biodistribución del vector AAV9-GFP en los dientes de la rata 

Dado que las ratas MPS IVA mostraron un fenotipo dental similar al de los 

pacientes de Morquio A, con hipoplasia del esmalte y maloclusión, se estudió si el vector 

AAV9 era capaz de transducir los distintos tipos celulares del diente. Dos semanas 

después de la administración IV del vector AAV9-GFP, se analizó la transducción de los 

vectores en incisivos y molares mediante análisis inmunohistoquímico contra la proteína 

GFP en cortes histológicos de los dientes de la rata. Este análisis evidenció una elevada 

transducción de los odontoblastos y de las áreas circundantes a los ameloblastos tanto 

en incisivos (Figura 39A) como en molares (Figura 39B) en las ratas administradas con 

el vector AAV9-GFP. Estos resultados indicaron que los vectores AAV9 administrados 

sistémicamente pueden transducir eficientemente estas estructuras dentales, afectadas 

en la enfermedad de Morquio A. 
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2. APROXIMACIÓN DE TERAPIA GÉNICA PARA EL TRATAMIENTO DE LA 

ENFERMEDAD DE MORQUIO A BASADA EN LA ADMINISTRACIÓN 

INTRAVENOSA DE AAV9-GALNS EN RATAS MACHO MPS IVA 

Para evaluar la eficacia terapéutica del vector AAV9-Galns, se administró 

sistémicamente, a través de la vena caudal de la cola, una dosis de 3,7x1012 vg/rata 

(6,67×1013 vg/kg) a ratas macho MPS IVA de 4 semanas de edad (Figura 41). Además, 

el grupo experimental también lo formaron ratas sanas WT y MPS IVA no tratadas. 

La MPS IVA es una enfermedad con afectación en el crecimiento esquelético, 

por lo que el tratamiento temprano es importante para evitar alteraciones irreparables. 

Por ello, las ratas MPS IVA se trataron con el vector AAV9-Galns a las 4 semanas de 

edad, una edad comparable a la de un niño diagnosticado a los pocos años de vida 

(Barrow 2007). Con el objetivo de evaluar la capacidad del vector terapéutico para 

revertir las alteraciones patológicas detectadas en las ratas MPS IVA, se realizó un 

seguimiento de las ratas a 3 edades distintas tras la administración del vector.  

En primer lugar, se realizó un estudio en ratas jóvenes de 2 meses de edad, en 

plena etapa de crecimiento, lo que permitió analizar si el tratamiento era capaz de 

contrarrestar la patología observada en el crecimiento esquelético de las ratas MPS IVA. 

Para ello, se realizaron análisis histológicos de la placa de crecimiento y análisis de 

microtomografía computarizada (µCT) para evaluar la correcta osificación de los huesos 

largos. Además, se realizó un estudio de Grip Strength Test (GST) para evaluar si la 

corrección de la patología ósea se traducía en una mejora de la fuerza de agarre.  

Cuando alcanzaron los 6 meses de edad, se analizó el efecto terapéutico de 

AAV9-Galns mediante determinación de los niveles de expresión y actividad GALNS en 

diversos tejidos, el contenido de KS por LC-MS/MS, la distensión lisosomal mediante 

análisis histopatológicos, análisis ultraestructural por MET, evaluación del ritmo cardíaco 

y la fuerza de agarre mediante GST.  

Finalmente, a los 12 meses de edad, se realizó un seguimiento para evaluar si 

el tratamiento con AAV9-Galns era capaz de mantener los niveles de KS normalizados 

a largo plazo (Figura 41).     
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2.2.  Incremento de la actividad GALNS circulante y corrección del contenido de 

KS en suero tras el tratamiento con AAV9-Galns 

La mejora en el tamaño corporal (peso y longitud) y en la supervivencia indicó 

que muy probablemente el tratamiento con AAV9-Galns resultaba en un incremento en 

la actividad GALNS y en una reducción de los acúmulos de GAGs en los diferentes 

tejidos. Por ello, se realizó un seguimiento de la actividad GALNS en suero de forma 

periódica en las ratas WT, MPS IVA y MPS IVA tratadas con el vector AAV9-Galns. Una 

semana tras la administración del vector terapéutico, se obtuvo el valor máximo de 

actividad GALNS en suero, alcanzando valores que doblaban a los de los observados 

en ratas WT (Figura 44A). La reducción de actividad GALNS observada a continuación 

fue debida, en parte, a la pérdida de genomas virales a causa de la elevada tasa de 

replicación de los tejidos, ya que entre los 30-60 días de edad las ratas experimentaron 

un incremento del peso corporal exponencial, pasando de unos 100 g a casi 300 g en 3 

semanas (Figura 42A). No obstante, se observó que la actividad GALNS circulante de 

las ratas MPS IVA tratadas con AAV9-Galns se mantenía a niveles estables a lo largo 

de todo el tiempo del estudio, alcanzando valores indistinguibles a los de los animales 

WT (Figura 44A).  

La presencia de actividad GALNS en suero resultó en una completa 

normalización de los niveles de KS circulantes en las ratas tratadas con AAV9-Galns 

(Figura 44B). Mientras que las ratas MPS IVA presentaron unos niveles de KS elevados 

en todos los puntos del estudio, el tratamiento con AAV9-Galns consiguió reducir estos 

niveles hasta valores prácticamente indistinguibles a los obtenidos en ratas WT (Figura 

44B). Esta normalización se mantuvo a largo plazo, ya que las ratas MPS IVA tratadas 

con AAV9-Galns presentaron una concentración de KS circulante similar al de las ratas 

WT a los 12 meses de edad (Figura 44C).  

Estos resultados demostraron la eficacia a largo plazo del tratamiento IV con 

AAV9-Galns en la normalización de actividad GALNS circulante y en la reversión de los 

niveles de KS en suero de las ratas MPS IVA.  
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Los huesos largos crecen longitudinalmente gracias a un proceso conocido como 

osificación endocondral (Figura 10). Durante este proceso, el tejido cartilaginoso es 

sustituido progresivamente por tejido óseo, posibilitando así el crecimiento longitudinal 

del hueso. Durante la infancia, la fracción cartilaginosa presente en el hueso es mayor 

comparado con la de la etapa adulta, ya que este cartílago aún no ha sido substituido 

por tejido óseo. Cuando se analizó la tibia de las ratas WT de dos meses de edad, 

mediante análisis histológico, se detectaron unas placas de crecimiento con una área 

amplia (Figura 51A). Esto era debido a que se trataba de ratas jóvenes en edad de 

crecimiento, por lo que presentaron una gran fracción cartilaginosa activa que aún no 

había sido sustituida por hueso.  

En la zona de calcificación de la placa de crecimiento, la más cercana a la 

diáfisis, el cartílago se encuentra en contacto con la cavidad medular, la cual invade la 

región cartilaginosa. A medida que hay calcificación, las células hipertróficas del 

cartílago degeneran y son reabsorbidas, formando así el hueso trabecular (esponjoso), 

tal y como se pudo observar en la placa de crecimiento de las ratas WT (Figura 51A). 

Por contra, las ratas MPS IVA presentaron un tamaño menor del área de la placa de 

crecimiento y una zona de calcificación y osificación escasa, lo que sugería una menor 

formación de hueso trabecular, evidenciando un problema en la osificación endocondral 

(Figura 51A,B). Un mes después de la administración del vector AAV9-Galns, se 

observó que la placa de crecimiento de las ratas MPS IVA tenía un área muy similar a 

la de las ratas WT y una amplia zona de calcificación, lo que sugirió que el tratamiento 

con AAV9-Galns prevenía las alteraciones en la placa de crecimiento (Figura 51A,B). 
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Estos resultados mostraron el efecto terapéutico del vector AAV9-Galns 

administrado por vía intravenosa, con una reducción de KS y una mejoría de las 

alteraciones patológicas detectadas en las articulaciones de las ratas MPS IVA, que 

resultaron en una normalización de la fuerza de agarre. En conjunto, esta mejora del 

fenotipo articular de las ratas MPS IVA tratadas con el vector terapéutico podría 

contrarrestar los problemas articulares típicos de los pacientes de Morquio A asociados 

con la osteoartritis.  

 

2.6.  Efecto de la administración intravenosa de AAV9-Galns en la patología 

dental de las ratas MPS IVA 

Una vez evidenciada la capacidad del vector AAV9-Galns para revertir la 

patología ósea de las ratas MPS IVA, se analizó la eficacia terapéutica de dicho vector 

a nivel odontológico. En primer lugar, se observó que 1 mes después de la 

administración IV del vector terapéutico, a nivel morfológico, los dientes de ratas MPS 

IVA tratadas mostraban un aspecto prácticamente indistinguible a los de las ratas WT, 

con una gran mejoría tanto a nivel de la preservación de la pigmentación del esmalte 

como en la maloclusión observada en ratas MPS IVA sin tratar (Figura 61).  

 

Figura 61. Mejora de las alteraciones dentales tras la administración del vector AAV9-Galns. 
Imágenes representativas de los dientes de ratas WT y ratas MPS IVA sin tratar y tratadas con AAV9-Galns 
1 mes tras la administración del vector terapéutico. Las ratas WT mostraron normoclusión y 
normopigmentación de los incisivos. Las ratas MPS IVA mostraron maloclusión y falta de pigmentación en 
el esmalte. En cambio, la mayoría de las ratas MPS IVA tratadas con AAV9-Galns preservaron el esmalte, 
sin signos de maloclusión.  

 

El esmalte protege los dientes de sustancias externas, como restos alimentarios 

o bacterias. Las ratas MPS IVA, al presentar una hipoplasia de esmalte, dejaban su 

epitelio bucal expuesto a estos agentes externos que podrían generar procesos 

MPS IVA MPS IVA+AAV9-GalnsWT
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 Las ratas hembra MPS IVA tratadas con el vector AAV9-Galns también 

mostraron una recuperación del fenotipo dentario, sin signos de maloclusión, fragilidad 

dentaria o hipoplasia del esmalte, a diferencia de las ratas MPS IVA no tratadas (Figura 

75).  

 

Figura 75. Corrección de las alteraciones dentales. Imágenes representativas de los dientes de ratas de 
2 meses de edad WT y ratas MPS IVA sin tratar y tratadas con AAV9-Galns a las 4 semanas de edad con 
una dosis de 3,7x1012 vg/rata. La preservación del esmalte se observó en ratas MPS IVA 1 mes después 
del tratamiento, mientras que las ratas MPS IVA mostraron signos de maloclusión, fragilidad dental e 
hipoplasia del esmalte. 

 

 En conjunto, estos resultados demostraron el potencial terapéutico del vector 

AAV9-Galns en corregir también las alteraciones patológicas observadas en las ratas 

hembra MPS IVA y en mantener los niveles de KS normalizados a largo plazo, de 

manera similar a lo observado en las ratas macho MPS IVA. 

 

WT MPS IVA MPS IVA+AAV9-Galns
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La MPS IVA es una enfermedad de depósito lisosomal (LSD) causada por la 

deficiencia de la enzima lisosomal N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS), lo que 

conlleva la acumulación patológica de los glicosaminoglicanos (GAG) Queratán Sulfato 

(KS) y Condroitín-6-Sulfato (C6S), principalmente en los condrocitos y la matriz 

extracelular del cartílago. Esto tiene un impacto directo en el desarrollo del cartílago y el 

hueso, lo que lleva a una displasia esquelética, un deterioro temprano del cartílago y 

otras complicaciones sistémicas potencialmente mortales (S. Tomatsu et al. 2011; 

Shunji Tomatsu et al. 2014). 

El tratamiento de enfermedades con afectación esquelética, como la MPS IVA, 

significa un importante desafío debido al inicio temprano de los problemas de 

crecimiento durante la infancia (S. Tomatsu et al. 2011; Shunji Tomatsu et al. 2014; 

Shunji Tomatsu, Montaño, et al. 2015) y a la dificultad de las terapias actuales para 

alcanzar tejidos aislados, como por ejemplo el tejido cartilaginoso avascular (Yangzi and 

Tuan 2015; Goldberg et al. 2017). Actualmente, no existe ningún tratamiento efectivo 

para la MPS IVA. El único tratamiento disponible para estos pacientes es el VIMIZIM®, 

una terapia de reemplazo enzimático que no ha demostrado eficacia terapéutica en la 

corrección de los problemas de crecimiento, esqueléticos, auditivos, cardíacos ni la 

opacidad corneal (Christian J Hendriksz et al. 2014; Christian J. Hendriksz et al. 2015; 

Shunji Tomatsu, Sawamoto, et al. 2015; Shunji Tomatsu, Doherty, and Stapleton 2019; 

Doherty et al. 2019). Esta falta de eficacia terapéutica y el elevado coste económico de 

las administraciones periódicas de la ERT (380.000$/año), hace necesario el desarrollo 

de nuevas aproximaciones terapéuticas para tratar la MPS IVA. La terapia génica in vivo 

basada en vectores AAV representa una de las alternativas más prometedoras, ya que 

ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de múltiples enfermedades a largo plazo 

(Nathwani et al. 2011; Buchlis et al. 2012; Testa et al. 2013; Bainbridge et al. 2015). Por 

este motivo, el objetivo principal de la presente tesis doctoral fue el desarrollo de una 

nueva aproximación de terapia génica basada en la administración intravenosa de un 

vector AAV9 codificante para la enzima GALNS (AAV9-Galns) para el tratamiento de la 

MPS IVA. 

El desarrollo de estrategias terapéuticas exitosas depende en gran medida de la 

disponibilidad de buenos modelos animales que reproduzcan la enfermedad humana. 

Actualmente, ninguno de los ratones modelo de la MPS IVA descritos desarrollan la 

patología ósea característica de los pacientes con Morquio A (Shunji Tomatsu et al. 

2003; Shunji Tomatsu, Gutierrez, et al. 2005; Shunji Tomatsu, Vogler, et al. 2007). Sin 

embargo, se ha observado en varias enfermedades hereditarias, como la MPS VI, la 

distrofia muscular de Duchenne o la enfermedad de Pompe, que la rata modelo de la 
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enfermedad desarrolla fenotipos más similares a las alteraciones patológicas 

observadas en pacientes humanos que los observados en los respectivos modelos de 

ratón (Tessitore et al. 2008; Larcher et al. 2014; Byrne et al. 2019). Con el fin de superar 

las limitaciones de los ratones modelo de la MPS IVA actuales, el primer objetivo de la 

presente tesis doctoral fue generar la primera rata modelo Knock-in de la MPS IVA 

introduciendo la mutación missense humana más frecuente (c.1156C>T) en el gen 

Galns de la rata mediante la tecnología CRISPR/Cas9. No obstante, varios grupos de 

investigación han evidenciado que el sistema CRISPR/Cas9 puede generar off-targets 

(Tsai et al. 2017; Wilson et al. 2019). Para demostrar que el fenotipo observado en la 

rata MPS IVA es sólo causado por la mutación específica introducida, y no por un evento 

off-target inespecífico, se realizaron retrocruces selectivos durante 3 generaciones en 

dos líneas de ratas MPS IVA independientes (L1 y L2) para segregarlos. El análisis 

fenotípico de ambas líneas de ratas MPS IVA reveló que dichas ratas presentaban el 

mismo fenotipo. Por ello, se concluyó que la acumulación de KS y la reducción del 

tamaño corporal observados en las ratas MPS IVA, como consecuencia de la ausencia 

de actividad GALNS, era debido únicamente a la introducción de la mutación C>T en el 

gen Galns de la rata. 

Una vez se obtuvieron las primeras ratas MPS IVA homocigotas en la cuarta 

generación, tras la segregación de off-targets, se inició un estudio fenotípico de los 

diferentes órganos y tejidos que se observan alterados en los pacientes de Morquio A. 

Esta nueva rata modelo de la MPS IVA desarrolló los signos patológicos típicos de la 

enfermedad, tales como alteraciones en el tamaño corporal (Peracha et al. 2018), 

reducción de la esperanza de vida (Yasuda et al. 2013), pérdida temprana del cartílago 

articular (S. Tomatsu et al. 2011; Shunji Tomatsu et al. 2014), hipertrofia de los 

condrocitos (De Franceschi et al. 2007; Yasuda et al. 2013), alteraciones esqueléticas 

(S. Tomatsu et al. 2011; Shunji Tomatsu et al. 2014; Peracha et al. 2018), hipoplasia del 

esmalte (De Santana Sarmento et al. 2015; Peracha et al. 2018) y acumulación de KS 

en todos los órganos y tejidos estudiados (Yasuda et al. 2013), como la placa de 

crecimiento y los tejidos óseos.  

En pacientes humanos, los niveles de KS en sangre aumentan progresivamente 

durante los primeros 5 años de vida, permanecen elevados hasta los 12 años y 

disminuyen después de la adolescencia hasta que se estabilizan alrededor de los 20 

años (Dũng et al. 2013). La disminución del nivel de KS después de la adolescencia 

concuerda con el hecho de que la tasa de crecimiento en niños comienza a disminuir a 

medida que llegan a la edad adulta. Una reducción del catabolismo de los proteoglicanos 

en el cartílago adulto y/o la disminución de la porción cartilaginosa se traduciría en una 
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reducción de la concentración de KS en sangre. Los pacientes jóvenes de Morquio A 

(entre los 5-15 años) experimentan una pérdida progresiva del cartílago, liberando 

grandes cantidades de KS en suero, hasta que la placa de crecimiento se cierra y la 

síntesis de KS en el cartílago disminuye notablemente (Dũng et al. 2013). De manera 

similar a los pacientes de Morquio A, las ratas MPS IVA de 1 mes de edad mostraron 

niveles de KS que casi doblaban los observados en ratas WT. Estos niveles se 

incrementaron a los 1,5 meses de edad, a los 3 meses se estabilizaron y a los 6 meses 

se redujeron ligeramente. Estos resultados sugieren que el aumento progresivo del KS 

circulante en ratas MPS IVA también podría estar relacionada, en parte, con la tasa del 

catabolismo del cartílago y el crecimiento óseo. Además, la secreción del exceso de KS 

por parte de otros tejidos periféricos, como por ejemplo el hígado, también podría 

colaborar en los elevados niveles de KS detectados en el suero de las ratas MPS IVA. 

Durante la infancia, el tejido cartilaginoso de los pacientes de Morquio A sufre 

alteraciones como resultado de una condrogénesis anormal y/o problemas en la 

osificación endocondral (S. Tomatsu et al. 2011; Shunji Tomatsu et al. 2014). El análisis 

de las placas de crecimiento de las ratas MPS IVA evidenció alteraciones en los 

condrocitos, probablemente debidas a la acumulación patológica de GAG. En humanos, 

el KS es un componente importante de la placa de crecimiento y su acumulación 

patológica, principalmente en condrocitos y matriz extracelular de cartílago, tiene un 

impacto directo en el desarrollo óseo (Shunji Tomatsu et al. 2014). Las ratas MPS IVA 

acumularon KS en todas las regiones óseas analizadas (epífisis, placa de crecimiento y 

diáfisis). Además, las ratas MPS IVA también presentaron una alteración de los 

parámetros de densidad y composición ósea y un acortamiento de los huesos largos, 

similar a la observada en otros modelos de ratas MPS con afectación ósea, como la rata 

modelo de la MPS VI (Tessitore et al. 2008). La acumulación patológica de KS, 

principalmente en los condrocitos hipertrofiados de la placa de crecimiento, podría ser 

la principal causa de las alteraciones esqueléticas observadas en estos animales, tal y 

como se da en pacientes de Morquio A (Shunji Tomatsu et al. 2014; Peracha et al. 2018). 

Alteraciones en la osificación endocondral podrían explicar la reducción del tamaño y de 

la longitud naso-anal y tibial de las ratas MPS IVA, en comparación con las ratas WT. 

Otro GAG que también se encuentra acumulado en los pacientes de Morquio A 

es el C6S. El Condroitín Sulfato es uno de los principales GAG que forman el cartílago 

de crecimiento y dependiendo del lugar de sulfatación se diferencia en Condroitín-4-

Sulfato (C4S) o Condroitín-6-Sulfato (C6S). Varios estudios sugieren que la 

concentración de C6S en la placa de crecimiento de la rata es menor a la del C4S, que 

es el GAG mayoritario (Hagiwara, Aoki, and Yoshimi 1995). En cambio, en humanos, el 
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C6S representa uno de los principales componentes del cartílago de crecimiento, a 

niveles similares a los del C4S (Mourão 1988). La cuantificación por LC-MS/MS 

evidenció una proporción menor de C6S respecto al C4S en la placa de crecimiento del 

fémur y en la fracción ósea analizada en las ratas WT. Además, no se detectaron 

cambios estadísticamente significativos en los niveles de C6S en ninguna de las 

regiones del fémur analizadas en las ratas MPS IVA. En conjunto, dado que el C6S no 

se encontró en la misma proporción que en el cartílago humano y dado que no se 

acumuló significativamente, estos resultados sugieren que dicho GAG probablemente 

no tenga una implicación tan significativa como el KS en la patología ósea de las ratas 

MPS IVA.  

Además, las ratas MPS IVA mostraron alteraciones en el cartílago articular, una 

alteración patológica observada en pacientes con Morquio A que genera osteoartritis 

(OA), la posterior incapacidad de caminar y restricción del movimiento (Shunji Tomatsu 

et al. 2014; Colmenares-Bonilla and Esquitin-Garduño 2017; Khan et al. 2017). El 

desgaste del cartílago articular observado en las ratas MPS IVA se desarrolló de manera 

temprana y progresiva. Esta nueva rata modelo de la MPS IVA no sólo presentó 

alteraciones en el cartílago articular, sino que también presentó alteraciones de la 

membrana sinovial, mostrando signos de distensión lisosomal. La disfunción celular de 

estas células, a causa de la acumulación de GAGs, podría generar una inflamación de 

la membrana sinovial, una patología que se encuentra correlacionada con la OA 

(Mathiessen and Conaghan 2017). 

En conjunto, la rata modelo de la MPS IVA desarrolló la mayoría de las 

alteraciones de la enfermedad de Morquio A humana, incluyendo la patología a nivel 

esquelético. Por ello, puede proporcionar una herramienta útil para el estudio de la 

fisiopatología de la enfermedad y para testar nuevos enfoques terapéuticos para el 

tratamiento de la MPS IVA. 

Una complicación común de los tratamientos basados en la introducción de 

proteínas no propias en el organismo, como la ERT, es la respuesta inmune. El sistema 

inmunitario puede reconocer estas proteínas recombinantes como exógenas o raras, 

generando anticuerpos que las neutralicen (Bali et al. 2012; Berrier et al. 2015). La rata 

Knock-in modelo de la MPS IVA generada en la presente tesis doctoral presentó una 

única mutación de tipo missense en el gen Galns. En comparación con los modelos 

Knock-out, el modelo Knock-in solamente presenta un aminoácido modificado en la 

proteína GALNS, por lo que el resto de la proteína muy probablemente se podrá traducir 

con normalidad y ser reconocida por el sistema inmune como proteína endógena. Esto 
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podría evitar el rechazo de la proteína WT cuando es administrada de manera exógena 

por ERT o expresada por terapia génica, por lo que el efecto terapéutico del tratamiento 

no se vería disminuido por la respuesta inmune contra la proteína terapéutica. 

La administración intravenosa de vectores AAV se ha descrito previamente en 

varios modelos animales para el tratamiento de enfermedades genéticas raras (Duque 

et al. 2009; Fu et al. 2011; Chen et al. 2015). Sin embargo, en la mayoría de las 

aproximaciones terapéuticas se busca transducir sobre todo el hígado o el SNC. En la 

bibliografía, no se ha descrito si estos vectores tienen también la capacidad de 

transducir y expresar genes terapéuticos en el tejido óseo. Por ello, otro objetivo de la 

presente tesis doctoral fue estudiar la biodistribución del vector AAV9-GFP en el sistema 

esquelético y otros tejidos afectados en la enfermedad de Morquio A. Tras la 

administración intravenosa de dicho vector, se evidenció que el vector AAV9 mostraba 

tropismo por el sistema esquelético. En las regiones del hueso donde se detectó una 

eficiente transducción, se encontraban áreas ricas en osteoblastos (Forriol and Shapiro 

2005; Morrison and Scadden 2014). Estas células se encargan de producir matriz ósea 

y terminan por diferenciarse en osteocitos, una vez que están rodeadas por dicha matriz. 

Los osteocitos son células de mantenimiento óseo de vida larga, por lo que su 

transducción es importante en las enfermedades óseas, ya que podrían permitir la 

expresión del transgén terapéutico a largo plazo (Roca and Castañeda 2005). Este 

estudio de biodistribución del vector AAV9-GFP también demostró la eficacia de dicho 

vector para transducir eficientemente otros tejidos afectados en la enfermedad de 

Morquio A, como los dientes, órganos periféricos y el encéfalo. Por tanto, dada la 

extensa y eficiente biodistribución del vector AAV9, se decidió utilizar este serotipo de 

AAV para desarrollar una aproximación de terapia génica para el tratamiento de la MPS 

IVA en las ratas modelo de la enfermedad. 

El tratamiento temprano de los pacientes es un aspecto esencial para lograr un 

efecto terapéutico en aquellas enfermedades con afectación en el crecimiento y en el 

desarrollo óseo. Además, un estudio realizado en ratones MPS IVA sugirió que la 

administración temprana de la enzima GALNS por vía intravenosa podría facilitar el 

acceso a la matriz cartilaginosa de manera más eficiente, debido a que ésta podría ser 

más accesible dada la mayor presencia de vasos sanguíneos cercanos durante las 

primeras etapas de crecimiento (Shunji Tomatsu, Montão, et al. 2010; Shunji Tomatsu, 

Sawamoto, et al. 2015). Por ello, las ratas MPS IVA se trataron con el vector AAV9-

Galns a las 4 semanas de edad, una edad comparable a la de un niño diagnosticado a 

los pocos años de vida (Barrow 2007). Las ratas MPS IVA presentaron una rápida 

progresión de la enfermedad, por lo que el tratamiento temprano era importante para 
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evitar alteraciones irreparables. Inicialmente, las ratas MPS IVA presentaron un peso 

corporal similar al de las ratas WT, tal y como se ha observado en pacientes de Morquio 

A, los cuales presentan al nacer un peso indistinguible del de un recién nacido sano 

(Adriana M. Montaño et al. 2008). A medida que los pacientes crecen, estos presentan 

una tasa de crecimiento reducida en comparación con los niños sanos de la misma 

edad, a causa de alteraciones en la osificación endocondral (S. Tomatsu et al. 2011; 

Shunji Tomatsu et al. 2014). Las ratas MPS IVA presentaron una reducción muy 

importante del tamaño corporal, con valores de peso y longitud muy inferiores a los de 

las ratas WT durante todo el seguimiento del estudio. Sin embargo, el tratamiento con 

AAV9-Galns evitó dicha reducción del peso corporal. Los valores de peso de las ratas 

tratadas se mantuvieron a niveles cercanos a los de las ratas WT a todas las edades 

analizadas, evidenciando el efecto terapéutico de AAV9-Galns sobre la pérdida de peso 

corporal. De manera similar a los resultados de peso corporal obtenidos, las ratas MPS 

IVA tratadas con AAV9-Galns también mostraron valores de longitud naso-anal 

indistinguibles de aquellos detectados en ratas WT. Estos resultados sugirieron un 

efecto terapéutico del vector AAV9-Galns sobre el tamaño corporal de las ratas MPS 

IVA, tanto en machos como en hembras. 

Dado que los vectores AAV no son integrativos, uno de los inconvenientes del 

tratamiento temprano es que probablemente se diluirá la expresión del transgén en la 

célula transducida a causa de la alta tasa de replicación de algunos tejidos en edad de 

crecimiento, como por ejemplo el hígado. Por ello, es necesaria la administración de 

dosis elevadas de vectores AAV para garantizar la expresión del producto terapéutico a 

largo plazo. En el caso de las ratas MPS IVA, se administró una única dosis de 3,7x1012 

vg/rata (aproximadamente 6,67×1013 vg/kg). Dicha dosis ha sido probada previamente 

en ensayos preclínicos (Tessitore et al. 2008) y clínicos (Mendell et al. 2017) de terapia 

génica basada en la administración IV de vectores AAV sin mostrar efectos adversos 

relacionados con el vector terapéutico. Dos semanas tras la administración, se detectó 

una reducción de la actividad GALNS circulante en los animales tratados con AAV9-

Galns, probablemente debido a que la expresión del transgén se diluyó dada la elevada 

tasa de crecimiento de las ratas jóvenes. No obstante, dicha actividad GALNS circulante 

se mantuvo a niveles estables a lo largo del estudio, alcanzando valores indistinguibles 

a los medidos en animales WT. Por lo tanto, una sola administración de AAV9-Galns a 

dosis similares a las ya testadas, como por ejemplo la dosis baja testada en ensayos 

clínicos de terapia génica para la atrofia muscular espinal 1 (SMA1: Spinal muscular 

atrophy 1) (Mendell et al. 2017), permitió mantener el tamaño corporal y mejorar la tasa 

de supervivencia de las ratas MPS IVA.  
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La administración intravenosa del vector AAV9 posibilita una elevada 

transducción del hígado (Sands 2011). Este órgano tiene un gran potencial secretor y 

aporta una importante cantidad de proteínas al riego sanguíneo, entre ellas enzimas 

lisosomales. Como se esperaba, en las ratas tratadas con AAV9-Galns se detectó una 

elevada actividad GALNS en el hígado, que fue capaz de reducir los niveles patológicos 

de KS en dicho órgano y la distensión lisosomal detectada en las células de Kupffer. Por 

ello, el mantenimiento de actividad GALNS circulante probablemente fue debida a la 

secreción continuada de dicha enzima por parte del hígado. 

Sin embargo, cuando los AAV se administran de forma IV dan lugar a distintos 

niveles de transducción hepática en función del sexo (Davidoff et al. 2003; Ruzo, Marcó, 

et al. 2012). Esto se pudo observar en las ratas hembra MPS IVA tratadas con el vector 

terapéutico, las cuales mostraron niveles de actividad GALNS circulante de 

aproximadamente un 30% respecto a la del WT. Aun así, estos niveles de actividad 

fueron suficientes para normalizar los niveles de KS en suero e hígado a largo plazo. 

Esto correlacionó con lo observado en otros estudios, donde un 10-40% de la actividad 

enzimática circulante ya era capaz de reducir el acúmulo lisosomal (Cheng and Smith 

2003; D. P. W. Rastall and Amalfitano 2017).  

El hígado no es el único tejido que podría aportar GALNS al riego sanguíneo. 

Dado que el promotor ubicuo CAG permite una elevada expresión de Galns en todos 

los tejidos transducidos, otro tejido que podría contribuir a la secreción de GALNS 

circulante podría ser el tejido adiposo, el cual tiene un gran potencial secretor (Jimenez 

et al. 2013). La administración del vector AAV9 por vía intravenosa posibilitó una elevada 

transducción del tejido adiposo de las ratas MPS IVA tratadas, al igual que ocurre en 

ratones (Jimenez et al. 2013). Los elevados niveles de actividad GALNS en hígado y 

tejido adiposo probablemente contribuyeron en la reversión y el mantenimiento de los 

niveles de KS normalizados a largo plazo, hasta los 12 meses de edad, tanto en ratas 

MPS IVA macho como en hembra. La secreción continuada de GALNS circulante, por 

parte del hígado y del tejido adiposo, también podría permitir la corrección cruzada de 

la patología lisosomal en otros tejidos periféricos no transducidos (Tessitore et al. 2008; 

Ruzo, Marcó, et al. 2012; Ruzo, Garcia, et al. 2012).  

En un estudio preclínico se modificó la enzima GALNS con una secuencia de 

hexaglutamato (E6) para incrementar su vida media y su captación en el hueso (E6-

GALNS). Los resultados demostraron que esta enzima se mantenía más tiempo en 

circulación, aumentando en más de 20 veces su vida media, y permitió una mayor 

reducción del material acumulado en la placa de crecimiento en comparación con la 
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enzima no modificada (Shunji Tomatsu, Montão, et al. 2010). Esto sugirió que el hecho 

de mantener la enzima GALNS más tiempo en circulación permitía que la enzima 

alcanzase el cartílago de crecimiento y fuera captada por los condrocitos de una manera 

más eficiente (Shunji Tomatsu, Montão, et al. 2010). En pacientes, la ERT no fue capaz 

de normalizar el crecimiento anormal o lograr una eficacia terapéutica generalizada, 

probablemente por la corta vida media de la GALNS recombinante no modificada en 

circulación (35,9 min) (Sanford and Lo 2014). En cambio, el tratamiento con AAV9-Galns 

sí que permitió una secreción continua de GALNS, lo que también conllevó a una 

mejoría de las alteraciones patológicas observadas en las placas de crecimiento de 

ratas MPS IVA. Pese a que el estudio de biodistribución con AAV9-GFP demostró que 

dicho vector no era capaz de transducir los condrocitos de la placa de crecimiento, el 

vector sí era capaz de transducir las células adyacentes a la placa de crecimiento. Estas 

células podrían secretar la enzima GALNS al medio extracelular e incrementar la 

presencia de GALNS en las áreas adyacentes al cartílago. 

La extensa transducción del fémur y de la tibia se tradujo en una eficiente 

expresión de Galns en el hueso tras la administración del vector terapéutico. Este 

resultado sugirió que la expresión de orGalns se mantuvo en el hueso durante las 

primeras etapas de crecimiento, lo cual podría indicar que los osteoblastos transducidos 

se diferenciaron en osteocitos y podrían ser, en parte, los responsables de la expresión 

de orGalns a largo plazo. Probablemente, la enzima GALNS secretada podría ser 

captada por los condrocitos de la zona de reposo, la más cercana a la circulación, lo 

que explicaría la reducción del número de condrocitos hipertróficos detectados en dicha 

zona y la reducción de los niveles de KS en la placa de crecimiento de las ratas MPS 

IVA tratadas con AAV9-Galns. Además, el tratamiento con AAV9-Galns llevó a una 

mejora del fenotipo observado en la placa de crecimiento de las ratas MPS IVA sin tratar, 

reduciendo el número de vesículas de material poco electrodenso acumulado en los 

condrocitos.  

Una mejora en la osificación endocondral podría conducir a una mejoría del 

crecimiento longitudinal del hueso y de la patología ósea observada en las ratas MPS 

IVA no tratadas. El tratamiento con AAV9-Galns revirtió la acumulación de KS en la 

diáfisis del fémur y de la tibia, además de la longitud tibial. Al analizar el tejido óseo 

trabecular y compacto de las ratas tratadas, se detectaron valores de composición, 

densidad y estructura ósea indistinguibles de los observados en ratas WT, tanto en el 

fémur como en la tibia. En conjunto, estos resultados demostraron por primera vez que 

el tratamiento con AAV9-Galns es capaz de revertir las alteraciones óseas en un nuevo 

modelo de la MPS IVA. 
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Los problemas articulares, causados principalmente por alteraciones en el 

cartílago articular, son otra característica común que sufren los pacientes de Morquio A.  

La pérdida temprana del cartílago articular acaba generando osteoartritis (OA) y dolor 

articular en estos pacientes (Shunji Tomatsu et al. 2014). Actualmente, existen varios 

estudios basados en la administración intra-articular de vectores AAV para el tratamiento 

de la OA, los cuales demostraron que estos vectores eran capaces de transducir los 

condrocitos del cartílago articular (Evans, Ghivizzani, and Robbins 2018; Watson 

Levings et al. 2018). Sin embargo, el estudio de biodistribución llevado a cabo en la 

presente tesis doctoral, demostró que el vector AAV9-GFP también era capaz de 

alcanzar las células del cartílago articular tras una administración intravenosa. Esta capa 

de cartílago se nutre gracias al líquido sinovial, que es secretado por la membrana 

sinovial. Dado que el líquido sinovial contiene proteínas derivadas del plasma y 

proteínas que son producidas por las células internas de la cápsula sinovial (Bennike et 

al. 2014), estos resultados sugieren que la enzima GALNS podría llegar a ser filtrada de 

la sangre o también secretada por las células transducidas por el AAV9-Galns dentro de 

la cápsula articular. Esto posibilitaría el transporte de la enzima GALNS del líquido 

sinovial a los condrocitos del cartílago articular por difusión (Hara, Urban, and Maroudas 

1990; Evans, Ghivizzani, and Robbins 2018) y podría explicar el efecto terapéutico del 

vector AAV9-Galns administrado por vía intravenosa observado en dicho tejido. El 

tratamiento generó una reducción de KS y una mejoría de las alteraciones patológicas 

detectadas en las articulaciones de las ratas MPS IVA, como una reducción del número 

de condrocitos hipertróficos en la capa superficial del cartílago articular y la distensión 

lisosomal detectada en la membrana sinovial. Además, esta mejora del fenotipo articular 

detectada en las ratas MPS IVA tratadas con AAV9-Galns se tradujo en una 

normalización de la fuerza de agarre. En conjunto, estos resultados sugirieron que el 

tratamiento con el vector terapéutico puede reducir los problemas articulares asociados 

con la osteoartritis característica de los pacientes de Morquio A.  

Otra característica típica de la enfermedad de Morquio A son las anomalías 

dentales, como la hipoplasia de esmalte, la maloclusión y la fragilidad dental (S. 

Tomatsu et al. 2011; De Santana Sarmento et al. 2015). Estas alteraciones pueden estar 

causadas por un mal funcionamiento de odontoblastos y ameloblastos (Lustmann 1978; 

Yamakoshi et al. 2002). Los odontoblastos son las células encargadas de llevar a cabo 

la dentinogénesis, es decir, la producción de dentina y la correcta formación del diente. 

Por otro lado, los ameloblastos se encargan de generar y organizar el esmalte que 

refuerza y protege los dientes. En ratas, los ameloblastos son siempre funcionales, dada 

la dentición de crecimiento continuo que tienen los roedores. En cambio, en humanos, 
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los ameloblastos involucionan tras completar la formación del esmalte y desaparecen 

durante la erupción dentaria por apoptosis. El estudio de biodistribución demostró que 

el vector AAV9-GFP, administrado por vía intravenosa en ratas, era capaz de transducir 

eficientemente estas estructuras dentales, incluyendo odontoblastos y las áreas 

adyacentes a los ameloblastos. Además, también se demostró que, a nivel preclínico, 

una única administración intravenosa del vector AAV9-Galns era capaz de preservar la 

correcta formación del esmalte y corregía las alteraciones observadas en las ratas MPS 

IVA no tratadas, como la aparición de granulomas. Dadas las diferencias en el desarrollo 

de los dientes entre roedores y humanos, el tratamiento con AAV9-Galns a nivel clínico 

debería realizarse durante los primeros años de vida de los pacientes de Morquio A. En 

este momento es cuando los ameloblastos aún son funcionales en humanos y se 

podrían mineralizar y desarrollar correctamente los dientes permanentes que duraran 

toda la vida del paciente, formando un buen esmalte que evitase la fragilidad dental y 

las frecuentes caries.  

La tráquea es otro de los tejidos cartilaginosos afectados, tanto en los pacientes 

de MPS IVA como en la rata modelo de la enfermedad. La recuperación de la actividad 

GALNS en la tráquea tras la administración IV del vector AAV9-Galns fue suficiente para 

corregir las alteraciones detectadas en las ratas MPS IVA no tratadas. Además, los 

pacientes de Morquio A también sufren infecciones recurrentes en el tracto respiratorio 

superior e inferior (S. Tomatsu et al. 2011; El Falaki et al. 2014). Las ratas MPS IVA no 

tratadas presentaron alteraciones en las células ciliadas del epitelio respiratorio de la 

tráquea. Dichas células están implicadas en la limpieza de las vías respiratorias, 

mediante el movimiento continuo de la mucosidad. Un mal funcionamiento de estas 

células podría facilitar la colonización de bacterias debido a alteraciones en el 

movimiento del moco y, por lo tanto, generar infecciones recurrentes en el tracto 

respiratorio de los pacientes de MPS IVA. Esto también se ha observado en los 

pacientes de Fibrosis Quística, donde el moco es tan espeso que las células ciliadas no 

son capaces de moverlo. De esta manera, se acaba convirtiendo en un nicho ideal para 

el crecimiento de bacterias que provocan las infecciones de las vías respiratorias (Ratjen 

and Döring 2003). Además, también se detectaron alteraciones en los fibroblastos de la 

lámina propia mucosa de la tráquea de las ratas MPS IVA. Esta capa de tejido conectivo 

forma parte de las membranas mucosas del tracto respiratorio y tiene un importante 

papel estructural e inmunológico evitando la entrada de microbios. Por ello, alteraciones 

en esta capa también aumentarían el riesgo de sufrir infecciones. El tratamiento con 

AAV9-Galns podría evitar dichas infecciones en las vías respiratorias ya que fue capaz 
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de eliminar la presencia de acúmulos, tanto en células ciliadas como en los fibroblastos 

de la tráquea (S. Tomatsu et al. 2011; El Falaki et al. 2014). 

Los problemas cardíacos característicos de la MPS IVA pueden poner en riesgo 

la vida de los pacientes. La deposición de material de almacenamiento dentro de las 

válvulas cardíacas y las arterias coronarias puede generar una enfermedad valvular 

cardíaca que, sumada al hecho de presentar una capacidad pulmonar menor, contribuirá 

a restringir la función respiratoria y a limitar la actividad física (Yasuda et al. 2013; 

Kampmann et al. 2016). Además, estos pacientes presentan un incremento del ritmo 

cardíaco del 21% respecto a la población sana, debido probablemente a las alteraciones 

cardíacas que sufren (Kampmann et al. 2016). La rata modelo de la MPS IVA también 

acumuló material electrolúcido tanto en la válvula mitral como en la aorta. Además, 

presentó un incremento del ritmo cardíaco respecto a las ratas WT de la misma edad, 

evidenciando un fenotipo similar al del humano. El tratamiento con el vector AAV9-Galns 

transdujo con gran eficiencia el corazón, alcanzando unos elevados niveles de expresión 

y actividad GALNS, los cuales eran capaces de eliminar los acúmulos observados tanto 

en la válvula mitral como en la aorta. Además, el tratamiento con el vector terapéutico 

era capaz de normalizar el ritmo cardíaco de las ratas MPS IVA. 

En cuanto al sistema nervioso central (SNC), el análisis por LC-MS/MS evidenció 

una acumulación de KS en el cerebro de las ratas MPS IVA. En los ratones modelo de 

la MPS IVA ya se detectó material acumulado en distintas regiones del cerebro, 

sugiriendo una posible patología a nivel central (Shunji Tomatsu et al. 2003; Shunji 

Tomatsu, Gutierrez, et al. 2005; Shunji Tomatsu, Vogler, et al. 2007). Aunque el 

Síndrome de Morquio A sea considerado una MPS sin afectación a nivel del SNC, varios 

estudios han encontrado alteraciones a nivel de la corteza cerebral y de la amígdala 

(Koto et al. 1978; Davison et al. 2013). Alteraciones a nivel de la amígdala podrían 

explicar los problemas neurocognitivos que se han evidenciado en estudios recientes 

en pacientes de Morquio A (Spurlock et al. 2019), dado que este ganglio basal del 

cerebro está altamente involucrado en las respuestas emocionales y en los 

comportamientos sociales (Davison et al. 2013). En conjunto, alteraciones en estas 

zonas del SNC podrían favorecer, en parte, la mayor incidencia de estos pacientes a 

sufrir alteraciones del comportamiento, como ansiedad, desinhibición o falta de atención 

(Davison et al. 2013). El análisis histopatológico del encéfalo de ratas MPS IVA 

evidenció la presencia de vacuolas electrolúcidas con aspecto de lisosomas cargados 

con GAGs en el citoplasma de células gliales perineuronales que están yuxtapuestas a 

las neuronas de la corteza cerebral y de la amígdala. La disfunción y muerte celular de 

estas células gliales podría generar una alteración en el SNC, como la neuroinflamación, 



  Discusión 

- 148 - 
 

a causa del acúmulo de KS intracelular y en la matriz extracelular. Dado que el KS está 

involucrado en procesos de reparación de daño axonal mediante activación de 

astrocitos, en la estructuración de la matriz extracelular neural y en la función y 

organización sináptica (H. Zhang, Uchimura, and Kadomatsu 2006), una acumulación 

anormal de KS en cerebro podría alterar dichas vías en los pacientes de Morquio A. No 

obstante, sería necesario realizar más investigaciones sobre el posible papel patológico 

del KS en el cerebro de los pacientes de MPS IVA. De manera similar a los resultados 

obtenidos en el tratamiento de la patología periférica, el vector AAV9-Galns incrementó 

la expresión y la actividad GALNS en todo el encéfalo, ya que este serotipo es capaz de 

cruzar la BHE y transducir el SNC (Fu et al. 2011; Ruzo, Marcó, et al. 2012). Este 

incremento en la actividad GALNS se tradujo en una corrección de los valores de KS y 

una ausencia completa de material acumulado en las células gliales del isocórtex y de 

la amígdala. 

En varias MPS la falta de una proteína lisosomal genera alteraciones 

secundarias en la actividad de otras enzimas lisosomales, alterando así la homeóstasis 

lisosomal (Sardiello et al. 2009; Ribera et al. 2015; Motas et al. 2016). En el hígado de 

las ratas MPS IVA no tratadas, se detectó un incremento significativo en la actividad β-

Hexosaminidasa. En algunas MPS, como en la MPS IIIA, la falta de la enzima lisosomal 

causante de la enfermedad genera acúmulos secundarios de otros GAGs y de 

gangliósidos GM3 a causa de un desregulación de la homeostasis lisosomal (Maccari 

et al. 2017; Dwyer et al. 2017). Tras la administración IV del vector AAV9-Galns, las 

ratas MPS IVA tratadas mostraron niveles de actividad β-Hexosaminidasa normales. 

Estos resultados demostraron que la restauración de actividad GALNS permitía una 

corrección de la actividad β-Hexosaminidasa en el hígado, lo que podría indicar que 

también se podría corregir la actividad de otras enzimas lisosomales alteradas en este 

órgano. 

En conjunto, los resultados obtenidos en esta aproximación de terapia génica 

basada en la administración intravenosa de AAV9-Galns en ratas MPS IVA, 

demostraron el potencial de esta estrategia para el tratamiento de la enfermedad de 

Morquio A. La administración IV del vector AAV9 podría suponer un tratamiento ideal, 

no sólo para dicha enfermedad, sino también para otras enfermedades con afectación 

ósea y del cartílago. Esta terapia génica permite una expresión de larga duración y la 

secreción de enzimas lisosomales al riego sanguíneo dando lugar a la corrección 

cruzada de tejidos no transducidos. La corrección cruzada (cross-correction) permite 

que la enzima GALNS se sintetice en las células transducidas por el vector AAV9 y se 

secrete al torrente sanguíneo, donde podrá ser captada por otras células no 



  Discusión 

- 149 - 
 

transducidas gracias al residuo M6P reconocido por el M6PR de la membrana 

plasmática (Enns and Huhn 2008). La posibilidad de poder tratar a los pacientes una 

sola vez en la vida representa una gran ventaja de la terapia génica en comparación con 

la ERT, la cual tiene un mayor coste económico a causa de la necesidad de administrar 

la enzima recombinante semanalmente.  

En resumen, la presente tesis doctoral proporciona evidencias de corrección en 

el sistema esquelético, así como de otras alteraciones periféricas característica de la 

MPS IVA y del SNC después de una única administración IV del vector AAV9-Galns. La 

prueba de eficacia se obtuvo mediante análisis bioquímicos, histológicos, 

ultraestructurales y funcionales en una nueva rata modelo de la enfermedad MPS IVA 

que desarrolló la mayoría de las alteraciones detectadas en pacientes. Además, como 

los animales habían establecido la acumulación de KS a la edad de tratamiento, estos 

resultados demuestran que el tratamiento podría permitir una reversión de estas 

patologías. Finalmente, estos resultados proporcionan una sólida evidencia para la 

futura translación clínica de la transferencia génica mediada por el vector AAV9-Galns 

a pacientes con MPS IVA mediante la administración sistémica del vector terapéutico. 
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1. Se ha generado una rata knock-in modelo de la MPS IVA introduciendo la 

mutación missense más frecuente en humanos (c.1156C>T) en el gen Galns 

mediante la tecnología CRISPR/Cas9. La rata MPS IVA no presentó actividad 

GALNS en ninguno de los tejidos analizados. 

 

2. La rata MPS IVA desarrolló los signos clínicos característicos de la enfermedad 

de Morquio A, incluyendo alteraciones a nivel del tamaño corporal, del cartílago 

de crecimiento y articular, de los huesos, del esmalte, de la tráquea y del sistema 

cardiovascular. 

 

3. La administración intravenosa del vector AAV9-GFP en ratas WT resultó en una 

eficiente y amplia transducción de todos los huesos, los principales órganos 

periféricos y el encéfalo. 

 

4. Las ratas MPS IVA tratadas con el vector AAV9-Galns mostraron niveles 

estables de actividad GALNS circulante y normalizaron los niveles de KS a largo 

plazo. La restauración de actividad GALNS permitió también normalizar el 

tamaño corporal de las ratas MPS IVA y mejorar la tasa de supervivencia. 

 

5. El tratamiento de ratas MPS IVA con AAV9-Galns fue capaz de mantener la 

expresión de Galns en el hueso y de normalizar los niveles de KS, mejorando el 

fenotipo de la placa de crecimiento y la estructura ósea. 

 

6. La terapia génica con el vector AAV9-Galns permitió una mejora de las 

alteraciones patológicas detectadas en las articulaciones de las ratas MPS IVA 

y normalizó la fuerza de agarre. 

 

7. La administración intravenosa de AAV9-Galns fue capaz de transducir las 

regiones del diente formadas por odontoblastos y ameloblastos, lo que posibilitó 

la corrección de las alteraciones dentales de las ratas MPS IVA. 

 

8. El tratamiento con AAV9-Galns dio lugar a un incremento de la actividad GALNS 

en los órganos periféricos, lo que permitió la reversión de la acumulación de 

GAGs en el hígado, la tráquea y las válvulas del corazón, mejorando la 

frecuencia cardíaca. 
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9. El vector AAV9-Galns normalizó los niveles de KS en el SNC, corrigiendo la 

presencia de material acumulado en el córtex y la amígdala de las ratas MPS 

IVA. 

 

10. En resumen, los resultados observados en este trabajo proporcionan una sólida 

base para la translacionabilidad de una estrategia de terapia génica mediada por 

vectores AAV9-Galns para el tratamiento de la MPS IVA.
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1. MATERIALES 

1.1. Animales  

 

Para el desarrollo de la presente tesis doctoral, se han generado ratas Knock-in 

(KI) del gen Galns. La rata modelo de la enfermedad de Morquio A (rata MPS IVA o 

Galns-/-) fue generada utilizando la tecnología CRISPR/Cas9 en la Unidad de Animales 

Transgénicos del Centro de Biotecnología Animal y Terapia Génica (CBATEG) en la 

Universitat Autònoma de Barcelona (UAB).  

Dos RNA guía (gRNA) específicos (Sigma) fueron diseñados para hibridar en el 

exón 11 del gen Galns de rata: 

- gRNA 1: CCC ATA TTT TAT TAC CGT GGC A 

- gRNA 2: TAC CGT GGC AAC ACA CTG ATG G  

 

Se utilizó la Cas9 de Streptococcus pyogenes (spCas9) para realizar el corte de 

doble cadena cerca del lugar de interés del genoma. Además, se diseñó una secuencia 

de DNA donante de una sola hebra para introducir tanto la mutación missense 1162C>T 

como un nuevo sitio de restricción para MboII, necesario para el genotipado de los 

animales portadores de la mutación. También se incluyeron dos brazos de homología 

en el DNA donante para permitir la reparación dirigida por homología con la secuencia 

genómica de Galns. La secuencia del DNA donante se muestra en la Figura 76.  

 

 

Figura 76. Secuencia del DNA donante diseñado para recombinar e introducir la mutación 1162C>T 

en el gen Galns endógeno. 

El gRNA, el DNA donante y el mRNA de la Cas9 se microinyectaron en el 

pronúcleo de embriones de una célula de fondo genético Sprague Dawley para llevar a 

cabo la edición génica. 

Secuencia DNAdonante:

TGTAAACACACAGACTTGATCTCTACTCTTTCTCTCCTCAACAC

AACAGGCCCATCTTCTATTACTGTGGCAACACACTGATGGCAG

TCACTCTTGGCCAGTACAAAGCACACCTCTGGA

1-50 Brazo de homología izquierdo

51-84 Secuencia diana del gRNA

85-120 Brazo de homología derecho

56 y 59 Mutaciones silenciosas que generan el nuevo lugar de restricción para MboII

66 C>T Mutación missense
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Las ratas KI nacidas tras la edición genética inducida por CRISPR/Cas9, que 

fueron las ratas de la primera generación (F0), se cruzaron con controles WT sanos 

selectivamente durante tres generaciones. Esto permitió la segregación cromosómica 

de los posibles off-targets no deseados generados por las CRISPR/Cas9. Finalmente, 

se obtuvieron ratas KI homocigotas (ratas Galns-/- o MPS IVA) en la cuarta generación, 

mediante el apareamiento de hermanos de camada heterocigotos (Galns+/-) de la tercera 

generación.  

Las ratas se mantuvieron estabuladas en el animalario SE-UAB, con acceso libre 

a agua y comida (Dieta estándar Teklad, Envigo) y se mantuvieron en un ciclo de luz-

oscuridad de 12 h y temperatura estable (22ºC ± 2). En las instalaciones del SE-UAB se 

estableció la colonia de ratas MPS IVA mediante cruces entre ratas heterocigotas para 

la mutación introducida. 

Las ratas WT sanas y MPS IVA se utilizaron para los estudios preclínicos de 

biodistribución del vector viral AAV9-GFP, y para los estudios de eficacia del tratamiento 

intravenoso del vector AAV9-Galns. 

El bienestar animal y los procedimientos experimentales fueron previamente 

evaluados, aprobados y autorizados por la Comisión de Ética en la Experimentación 

Animal y Humana de la UAB.   

 

1.2. Cepas bacterianas  

 

Para la obtención de los plásmidos desarrollados en la presente tesis doctoral, 

se utilizó la cepa bacteriana E. coli XL2Blue (Stratagene-Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, EEUU). Los plásmidos contenían los genes de resistencia a ampicilina o 

kanamicina para su selección, por lo tanto, los cultivos bacterianos se podían hacer 

crecer en medios de cultivo LB (Miller’s LB Broth, Conda, Madrid, España) 

suplementado con 50 µg/mL del antibiótico correspondiente. Cuando las condiciones 

experimentales requirieron de medio de cultivo sólido, se añadió un 2% de agar al 

medio. 

 

1.3. Anticuerpos 

 

Los anticuerpos detallados en la Tabla 9 fueron utilizados para la detección de proteínas 

mediante análisis inmunohistoquímico. 
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Tabla 9. Listado de anticuerpos. 

 

 

1.4. Plásmidos  

 

Los plásmidos utilizados en la presente tesis doctoral para el genotipado de 

alelos y el desarrollo de vectores virales se detallan en la Tabla 10. 

 

Tabla 10. Listado de plásmidos. 

 

 

El promotor CAG es un promotor híbrido formado por el potenciador 

intermedio/temprano del citomegalovirus (CMV) humano, el promotor de la β-actina de 

pollo y el primer intrón del gen de la β-globina humana. Permite expresar los genes de 

interés de forma ubicua y robusta. 

La secuencia WPRE es una secuencia hepadnaviridae que ha sido utilizada 

ampliamente como elemento regulador, actuando en cis. Cuando la secuencia WPRE 

se encuentra en la región 3’ no traducible del mRNA, potencia la expresión del transgén, 

incrementando los niveles de mRNA nucleares y citoplasmáticos (Zanta-Boussif et al. 

2009). 

 

Anticuerpo Huésped Proveedor Referencia

Anticuerpos primarios

Anti-GFP Cabra Abcam ab6673

Anti-Osteocalcin Ratón Abcam ab13420

Anti-LIMP2 Conejo Novusbio NB400-129

Anticuerpos secundarios

AlexaFluor568 anti-Rabbit IgG Burro Invitrogen A10042

AlexaFluor488 anti-Goat IgG Burro Life Technologies A11055

Plásmido Promotor Inserto Señal de poliadenilación

p123T - - -

pAAV-CAG-GFP-WPRE CAG GFP-WPRE β-Globina de conejo

pAAV-CAG-omGALNS CAG GALNS de rata optimizada β-Globina de conejo
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1.5. Reactivos  

 

Todos los reactivos de biología molecular utilizados para el desarrollo de la 

presente tesis doctoral se obtuvieron a partir de los fabricantes comerciales siguientes: 

Abcam (Cambridge, Reino Unido), DakoCytomation (Glostrup, Dinamarca), Life 

Technologies (Carlsbad, CA, EEUU), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU), Panreac 

(Barcelona, España), Promega Corporation (Madison, WI, EEUU), Qiagen (Hilden, 

Alemania), New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU), Roche (Roche Diagnostics Corp, 

IN, EEUU), Fermentas (St. Leon-Rot, Alemania), Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

MA, EEUU), Stratagene-Agilent technologies, (Santa Clara, CA, EEUU), Merck 

(Darmstadt, Alemania), Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU), Lucigen (Middleton, WI, 

EEUU), Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EEUU), Toronto Research Chemicals 

(Toronto, Canadá), Vector Laboratories Ltd. (Reino Unido), Laboratorios del Dr. Esteve 

(Barcelona, España), Electron Microscopy Science (Hatfield, PA, EEUU), Millipore 

(Burlington MA, EEUU). 
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2. MÉTODOS  

 

2.1. Microinyección en embriones de rata de una célula 

 

Ratas hembra de fondo genético Sprague Dawley fueron superovuladas mediante 

dos inyecciones intraperitoneales, con PMSG (25UI/hembra) y 52 h después con hCG 

(30UI/hembra). A continuación, se cruzaron con machos sementales y, a la mañana 

siguiente tras la detección del tapón vaginal, se obtuvieron embriones de una célula del 

oviducto de las hembras superovuladas. 

Se realizó una microinyección en el pronúcleo de embriones de una célula 

mediante el uso de un microscopio invertido con óptica de Numarski, acoplado con dos 

microinyectores y dos micromanipuladores, en la Unidad de Animales Transgénicos del 

CBATEG. Se microinyectaron 50 ng/µl de mRNA de Cas9, 10 ng/µl de gRNA y 15 ng/µl 

de DNA donante por embrión de rata. Los embriones que sobrevivieron se transfirieron 

a hembras receptoras pseudogestantes, con tapón vaginal de 0,5 días post-coito 

obtenidas tras el cruzamiento con machos vasectomizados. Tras 21 días de gestación, 

nacieron las crías, al destete se identificaron y se genotiparon a partir de un trozo de 

cola.  

 

2.2. Técnicas de manipulación del DNA 

 

2.2.1. Preparación del DNA plasmídico 

 

Para la obtención de pequeñas cantidades de DNA plasmídico (3-4 µg) se 

realizaron minipreparaciones (minipreps) según el protocolo de lisis alcalina (Birnboim 

and Dolly 1979). A partir de 1,5 ml de medio de cultivo (LB + antibiótico) se degradó la 

pared bacteriana por acción de la enzima lisozima, seguida de una lisis alcalina y de la 

precipitación selectiva del DNA genómico y proteínas desnaturalizadas con una solución 

de acetato de potasio a pH ácido. El RNA bacteriano se degradó por la adición de la 

enzima RNAsa. 

Por otro lado, con tal de obtener grandes cantidades de DNA, se realizaron 

maxipreparaciones (maxipreps), a partir de las cuales se obtiene como máximo 1 mg de 

plásmido, o megapreparaciones (megapreps) para obtener un máximo de 2,5 mg de 

plásmido, a partir de 200 o 500 ml de medio de cultivo respectivamente. El método está 

basado igualmente en la lisis alcalina, pero en este caso, la purificación del DNA se 



  Materiales y Métodos 
 

- 162 - 
 

realizó mediante columnas de absorción Pure YieldTM Plasmid MaxiPrep System 

(Promega Corporation) para las maxipreps y EndoFree Plasmid Mega Kit (QIAGEN) 

para las megapreps. 

 

2.2.2. Digestión del DNA con enzimas de restricción 

 

Cada enzima de restricción requiere unas condiciones de reacción específicas 

de pH, fuerza iónica, temperatura y tiempo de digestión. En cada caso, se siguieron las 

instrucciones de las diferentes casas comerciales (New England Biolabs, Roche o 

Fermentas). En términos generales, el DNA se digirió con una unidad de enzima por µg 

de DNA, en el tampón subministrado por el fabricante, durante una hora a la temperatura 

óptima de cada enzima. El producto de la reacción se analizó en geles de agarosa. 

Cuando el DNA debía ser digerido por dos enzimas de restricción, las digestiones se 

llevaron a cabo conjuntamente siempre que las condiciones de tampón y temperatura 

fueran compatibles. Si las enzimas tenían requerimientos diferentes, después de la 

primera digestión, el DNA se purificaba de las sales y enzimas anteriores con el kit 

GeneJET® Gel Extraction (ThermoScientific) según las instrucciones del fabricante. 

Finalmente, el DNA se eluía en 30 µl de agua y seguidamente se digería con la segunda 

enzima de restricción. 

 

2.2.3. Desfosforilación del fragmento de DNA 

 

Una vez digerido, el DNA plasmídico se puede volver a religar. Este proceso se 

puede evitar mediante la eliminación de los residuos fosfato del extremo 5’ del vector. 

Para la desfosforilación, se utilizó una unidad de fosfatasa alcalina (FastAPTM 

Thermosensitives Alkaline Phosphatase, Fermentas) en el tampón comercial 

correspondiente a 1x por 1-5 µg de DNA. La reacción de desfosforilación se realizó 

durante 10 minutos a 37 ºC. Posteriormente se inactivó la enzima a 75 ºC durante 5 

minutos para evitar cualquier reacción de la fosfatasa alcalina en la posterior reacción 

de ligación con el inserto. 
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2.2.4. Generación de extremos romos en fragmentos de DNA 

 

En los casos en los que la digestión con la enzima de restricción produjo los 

extremos cohesivos y se necesitaban extremos romos para el clonaje, el fragmento 

digerido se trató con la enzima Klenow Fragment (Fermentas).  

En presencia de la doble cadena de DNA y de deoxinucleósidos trifosfato 

(dNTP), la DNA polimerasa rellena el extremo protuberante generado por la enzima de 

restricción (actividad polimerasa 5’→3’ o 3’→5’). En ausencia de dNTP, la enzima 

elimina el extremo 3’ protuberante mediante su acción exonucleasa (3’→5’) pero no 

tiene actividad exonucleasa 5’→3’. La reacción se llevó a cabo siguiendo las 

instrucciones de la casa comercial. 

 

2.2.5. Ligación de fragmentos de DNA 

 

La construcción de moléculas híbridas de DNA a partir de diferentes fragmentos 

es un procedimiento conocido como ligación y se lleva a cabo gracias a la acción de la 

enzima ligasa. Los fragmentos DNA de interés se mezclaron a distintas proporciones 

molares de vector:inserto con la enzima DNA ligasa del bacteriófago T4 (New England 

Biolabs) y el tampón correspondiente, según el protocolo establecido por el fabricante, 

suplementado con ATP durante 2-3 h a temperatura ambiente. Los productos 

resultantes de la ligación se transformaron en células competentes E. coli de la cepa 

XL2-Blue (Stratagene-Agilent technologies). 

 

2.2.6.   Transformación en células competentes E. coli XL2-Blue 

 

Los plásmidos de DNA se introdujeron en células bacterianas eléctricamente 

competentes, mediante un proceso de transformación eléctrica o electroporación. Se 

utilizaron 40 µl de células E. coli XL2-Blue (2x1010 células/ml) previamente 

descongeladas en hielo, a las que se les añadió 1 µl (aproximadamente 10 ng) de la 

reacción de ligación del DNA o de DNA control. Después de una incubación de 5 minutos 

en hielo, las células se electroporaron a 2.500 V con un electroporador (Bio-Rad). 

Posteriormente, se diluyeron en 200 µl de medio LB precalentado a 37 ºC y se 

sembraron en placas de LB con el antibiótico apropiado. Las células bacterianas se 

dejaron crecer a 37 ºC durante toda la noche. 
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A la mañana siguiente se cultivaron las colonias de bacterias obtenidas y 

posteriormente se extrajo el DNA de éstas. Se identificó la presencia de moléculas 

híbridas de DNA mediante el uso de enzimas de restricción. 

 

2.2.7. Purificación y resolución del DNA 

 

Para la separación y purificación de los fragmentos de DNA se utilizó la 

electroforesis en geles de agarosa al 1% w/v. La visualización del DNA en el gel se 

consiguió mediante la adición de bajas concentraciones de bromuro de etidio al gel (0,5 

µg/ml), un agente intercalante de DNA. Los diferentes fragmentos de DNA se 

visualizaron utilizando luz ultravioleta de baja longitud de onda (310 nm) mediante una 

cámara integrada en un transiluminador (Syngene, Synoptics Ltd.). Como marcador de 

tamaño molecular de DNA se utilizó el GeneRuler 1 Kb y el GeneRuler 100 pb (Thermo 

Fisher Scientific). 

Los geles de agarosa se prepararon previamente, disolviendo agarosa en 

tampón de electroforesis 1x TAE (Tris-acetato 40 mM, pH 8,3 y EDTA 2mM) juntamente 

con 0,5 µg/mL de bromuro de etidio. Las muestras se cargaron en el gel con 1x de 

tampón de carga (Thermo Fisher Scientific Scientific Inc.) y se corrieron con el tampón 

de electroforesis 1x TAE a 100 V.  

Cuando se hizo necesaria la extracción y purificación de algunos fragmentos de 

DNA separados, ésta se realizaba con el kit comercial GeneJETTM Gel Extraction 

(Fermentas). Finalmente, la cuantificación el DNA se llevaba a cabo en un 

espectrofotómetro Nanodrop 1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.). 

 

2.3. Técnicas de obtención y manipulación del RNA 

 

2.3.1.   Aislamiento y purificación de RNA total 

 

El RNA se obtuvo de los diferentes tejidos congelados en nitrógeno líquido justo 

después de la extracción. Se homogenizaron los tejidos congelados usando un politrón 

(Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co. KG) en 1 ml de 

reactivo de aislamiento, Tripure (Roche) para todos los tejidos analizados y QIAzol 

(QIAGEN) para el tejido adiposo. A continuación, se siguió el protocolo comercial de 

purificación de RNA en columnas Rneasy Mini Kit (QIAGEN) para extraer el RNA total.  
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Todas las muestras fueron tratadas con DNAsaI (RNAse-Free DNase Set, 

proporcionado con el kit, QIAGEN) en las columnas de purificación. Después de lavarse 

con los buffers subministrados por el fabricante, todas las muestras se eluyeron en        

30 µl de agua destilada libre de RNAsas, menos las de hígado, que al contener gran 

cantidad de RNA se eluyeron en 50 µl. Finalmente, se determinó la concentración y 

pureza del RNA midiendo la absorbancia a 260 nm con espectrofotómetro Nanodrop 

1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.). 

 

2.3.2. Síntesis de cDNA 

 

Se sintetizó el cDNA a partir de 1 µg de RNA, retrotranscribiéndolo con el kit 

comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Como primers se utilizaron Oligo-dT y hexámeros de 

oligonucleótidos en la presencia de Protector RNAse Inhibitor, un inhibidor de RNAsas 

proporcionado en el kit comercial. 

 

2.3.3.  Cuantificación de la expresión de mRNA por PCR cuantitativa  

 

Después de la retrotranscripción, el cDNA se diluyó 1/10 en agua Milli-Q para 

llevar a cabo la PCR cuantitativa (qPCR), un método muy útil para el análisis de la 

expresión del mRNA de diversos genes. Se realizó la qPCR para cuantificar la expresión 

de la versión optimizada del gen Galns en diversos tejidos, utilizando los primers 

indicados en la Tabla 11. La qPCR se realizó en el LightCycler® 480 (Roche) utilizando 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche), con el gen Rplp0, y TaqMan 

LightCycler® 480 Probe Master, con el gen Galns. 

 

Tabla 11. Listado de primers utilizados en los estudios de expresión de mRNA por PCR cuantitativa. 

 

 

Rplp0 de rata Galns  rata optimizada

Primer Forward 5’-AAG CCA CAC TGC TGA ACA TG-3’ 5’-CGG AAG GTT CTA CGA AGA GTT C-3’

Primer Reverse 5’-TGC TGC CAT TGT CAA ACA CC-3’ 5’-GTG CTG GGT CCT GAT GAA G-3’

Sonda - 56-FAM/AAC CTG ACC/ZEN/CAG CTG TAC CTG C/3IABkFQ

Gen
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Cada reacción de qPCR para Rplp0 y orGalns contenía 10 µl de volumen total 

de mix (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Componentes de la reacción de qPCR. 

  

 

La reacción consistió en 5 min a 95ºC para una desnaturalización inicial y 

posteriormente 45 ciclos de 4 etapas: desnaturalización (10 s a 95ºC), annealing (10 s 

a 60ºC), amplificación (10 s a 72ºC) y 30 s a 60ºC. Antes de enfriar la reacción a 4ºC, 

se dejó 5 s a 95ºC y 1 min a 65ºC. 

Los niveles de expresión de un gen se expresan en Cts, que indican el ciclo a 

partir del cual la cantidad del cDNA del gen diana ha amplificado. Las Cts de las 

muestras de ensayo se ajustaron a las Cts del gen normalizador, en este caso el gen 

Rplp0, para cada una de las muestras.  

 

2.4. Construcción de plásmidos  

 

Las estrategias de clonaje utilizadas para cada uno de los plásmidos utilizados 

en la presente tesis doctoral se detallan en la Tabla 13. 

 

Tabla 13. Estrategia de clonaje de los diferentes plásmidos. 

 

Gen Rplp0 Gen orGalns

Reacción de qPCR con SYBRGreen I Reacción de qPCR con TaqMan

5 µl LightCycler® 480 Probe Master 2x 5 µl TaqMan LightCycler® 480 Probe Master

0,2 µl primer forward  10 µM (200nM final)

0,2 µl primer reverse  10 µM (200nM final)

2,6 µl H2O Milli-Q 2 µl H2O Milli-Q

2 µl cDNA diluido 1/10 2 µl cDNA diluido 1/10

1 µl mix (10x). Contiene primers  y sonda

Plásmido Fuente

Vector    p123T (CBATEG) Digerido con SpeI

Inserto   Amplicón PCR de genotipado (fragmento del exón 11 del gen Galns ) Digerido con XmaJI

pAAV-CAG-GFP-WPRE CBATEG

Vector    pAAV-CAG-PLK (CBATEG) Digerido con MluI  y EcoRI

Inserto   pMA-RQ-orGalns  (GeneArt Life Technologies ) Digerido con MluI  y EcoRI
pAAV-CAG-orGalns

p123T-Amplicón PCR
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2.4.1. Optimización de las secuencias de DNA 

 

Previo a la construcción de los plásmidos con la versión optimizada de la 

secuencia del gen Galns de rata, se diseñó la correspondiente secuencia codificante 

(CDS) optimizada. La optimización de secuencia (GeneArt®, Life Technologies) se llevó 

a cabo con el fin de maximizar la eficiencia de producción de la proteína GALNS de rata 

en ratas. La optimización consistió en la eliminación de lugares de splicing críticos y de 

elementos desestabilizantes de secuencia de RNA, estabilizando así la secuencia del 

mRNA. Además, también se incluyeron elementos estabilizadores de RNA, optimización 

del uso de codón y del contenido en G/C, entre otros cambios, mediante un algoritmo 

desarrollado por GeneArt®.  

 

2.4.2. Construcción del plásmido pAAV-CAG-orGalns 

 

La CDS del gen Galns de rata fue utilizada como secuencia de partida (referencia 

NCBI: NM_001047851) y optimizada según se especifica anteriormente (apartado 2.4.1 

de Materiales y Métodos). La CDS optimizada se recibió en el plásmido pMA-RQ 

(AmpR), flanqueado por las dianas de restricción MluI y EcoRI en los extremos 5’ y 3’, 

respectivamente. Fue escindida del plásmido mediante la digestión doble MluI+EcoRI y 

posteriormente se clonó en el plásmido de expresión pAAV-CAG (AmpR) aprovechando 

las mismas dianas de restricción. El plásmido resultante se nombró pAAV-CAG- 

orGalns.   

 

2.5. Producción, purificación y titulación de vectores virales adenoasociados 

 

2.5.1.   Producción y purificación 

 

Los vectores virales AAV9 de cadena simple se generaron en cultivos celulares 

HEK293 cultivados en Roller Bottles (RB) (Greinner Bio-One) mediante un protocolo de 

triple transfección (Eduard Ayuso, Mingozzi, and Bosch 2010) que implica la utilización 

de 3 plásmidos (Figura 15). Este protocolo basado en la precipitación de los virus 

mediante polietilenglicol (PEG) y ultracentrifugación con gradientes de CsCl, permite 

eliminar prácticamente el contenido de cápsides vacías y disminuir las impurezas 

proteicas, aumentando de esta manera la pureza de la preparación viral final, lo cual se 

traduce en un mayor nivel de transducción in vivo (E. Ayuso et al. 2010). 
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Las células HEK293 se cultivaron hasta que alcanzaron el 80% de confluencia 

en medio DMEM suplementado con el 10% de FBS + 1% Penicilina/Estreptavidina. 

Entonces, cada RB se co-transfectó con 30 ml de fosfato cálcico con 150 µg de cada 

uno de los siguientes plásmidos: 1) los plásmidos pAAV-CAG-GFP-WPRE o pAAV-

CAG-orGalns que contienen el transgén con el promotor de interés y la secuencia de 

polyA, flanqueado por las ITR, secuencias de DNA que permiten la encapsidación; 2) 

un plásmido auxiliar pRep/Cap que codifica para los genes AAV Rep2 y Cap9; y 3) un 

plásmido auxiliar adenoviral denominado pAdHelper que contiene los genes codificantes 

para las funciones auxiliares de los adenovirus. Los plásmidos pRep/Cap9 y pAdHelper 

fueron obtenidos del laboratorio de la Dra. Katherine High, del Children’s Hospital of 

Philadelphia. 

Tres días después de la co-transfección, se recogieron las células y se 

centrifugaron a 2.500 g durante 15 min a 4 ºC. El medio se guardó a 4 ºC y el pellet 

celular se reconstituyó en tampón TMS (50 mM TrisHCl, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, pH 

8,0) y se sonicó para lisar las células y liberar los vectores de su interior. El lisado se 

centrifugó a 2.500 g durante 30 min y el sobrenadante resultante se añadió al medio de 

cultivo previamente guardado a 4 ºC. A continuación, las partículas virales se 

precipitaron mediante una incubación de 15 h en PEG 8.000 al 8% (Sigma) a 4 ºC. 

Pasado dicho periodo, los vectores se precipitaron por centrifugación a 4.000 g durante 

30 min. El nuevo pellet, que contenía los vectores virales procedentes tanto del medio 

de cultivo como del lisado celular, se reconstituyó con TMS, se trató con benzonasa 

(Merck) durante 1 h a 37 ºC y finalmente se centrifugó a 10.000 g durante 10 min. El 

sobrenadante resultante se cargó en tubos de 37,5 ml Ultra clear (Beckman) que 

contenían un gradiente discontinuo de CsCl de densidad 1,5 g/ml (5 ml) y 1,3 g/ml (10 

ml). A continuación, se centrifugaron a 27.000 rpm durante 17 h en un rotor SW32T 

(Beckman). Las bandas que contenían los vectores (Figura 77) se recogieron con agujas 

de 18 G y se transfirieron a tubos Ultra clear de 12,5 ml. El resto del tubo de 12,5 ml se 

llenó con CsCl a 1,379 g/ml para generar un gradiente continuo (Figura 77). Estos tubos 

se centrifugaron a 38.000 rpm en un rotor SW40Ti (Beckman) durante 48 h. Finalmente, 

los AAV que encapsidaron el transgén se recogieron y dializaron con PBS + 0,001% 

Plurónico® F68 mediante una membrana de 10 kDa (Slide-A-Lyzer Dialysis Products, 

Thermo Fisher Scientific) y posteriormente se filtraron mediante filtros de 0,22 µm 

(Millipore). 
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Cada reacción de qPCR contenía un volumen final de 10 µl (Tabla 14). La 

reacción consistió en una incubación inicial de 15 min a 95 ºC (que permite la activación 

de la polimerasa y la desnaturalización de las cápsides virales, permitiendo la liberación 

de los genomas), seguida de 45 ciclos de 10 s a 95 ºC (desnaturalización) y 30 s a 60 

ºC (annealing y elongación). 

 

Tabla 14. Componentes de la reacción de qPCR. 

 

Los primers utilizados en la cuantificación de los genomas virales de los AAV 

hibridaban en la zona común del polyA (intrón β-globina de conejo): 

- Forward: 5’ CTT GAG CAT CTG ACT TCT GGC TAA T 3’ 

- Reverse: 5’ GGA GAG GAG GAA AAA TCT GGC TAG 3’ 

- Sonda: 5’ 6FAM- CCG AGT GAG AGA CAC AAA AAA TTC CAA CAC –BHQ1 3’ 

 

El título viral asignado para cada vector resultó de la media de tres 

cuantificaciones realizadas en días diferentes. La Tabla 15 muestra el título viral final de 

cada vector utilizado en la presente tesis doctoral.  

 

Tabla 15. Título de genomas virales. 

  

 

 

Reacción TaqMan

5 µl LightCycler
®
 480 Probe Master 2x 

0,2 µl primer forward  (10µM)

0,2 µl primer reverse  (10µM)

0,1 µl sonda (10µM)

2 µl H2O Milli-Q

2,5 µl vector diluido

Vector viral Título (vg/ml)

AAV9-CAG-GFP-WPRE 4,40x10
13

1,13x10
13

3,55x10
13

5,54x10
13

AAV9-CAG-orGALNS
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2.5.3. Cuantificación de las partículas virales por tinción de plata 

 

El análisis de las preparaciones virales por electroforesis de proteínas SDS-

PAGE y la posterior tinción con nitrato de plata permite la cuantificación de las cápsides 

virales, que en comparación con el valor de genomas virales obtenidos por qPCR (ver 

apartado 2.5.2 de Materiales y Métodos), permite calcular el porcentaje de cápsides 

vacías en cada preparación (relación: partículas virales/genomas virales). Además, este 

método permite visualizar en el gel el grado de contaminación de proteínas no virales 

que podrían afectar la eficiencia de transducción in vivo.  

Se mezcló el volumen apropiado del vector de interés, del vector de referencia 

(el mismo que se usó como control en la cuantificación por qPCR) y de diferentes 

diluciones del vector AAV-600 (de concentración conocida cuantificada anteriormente) 

con el tampón 4x Novex® Tris-Glycine LDS Sample Buffer (Invitrogen) y 10x NuPAGE 

Sample Reducing Agent (Invitrogen) hasta un volumen final de 20 µl. Tras 5 min de 

ebullición, las muestras se cargaron en un gel al 10% Bis-Tris Gel 1,5 mm de 15 pocillos 

(Invitrogen) y se corrieron a 120 V durante 2 h. Las proteínas del gel se fijaron con una 

mezcla de H2O Milli-Q/etanol/ácido acético. A continuación, el gel se sensibilizó con una 

mezcla de Na2S2O3/acetato sódico/etanol/H2O Milli-Q. Finalmente, el gel se tiñó con 

nitrato de plata y las bandas se revelaron usando una mezcla de 

Na2S2O3/formaldehido/H2O Milli-Q (Figura 78). 
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2.6.1. Purificación de DNA genómico 

 

La obtención del DNA genómico se hizo a partir de muestras de cola (~1 cm de 

longitud) de ratas de 3-4 semanas de edad, según una adaptación del método de 

extracción de DNA descrito por Wet y colaboradores (de Wet et al. 1987). Brevemente, 

los fragmentos de cola fueron digeridos overnight (o/n) a 56ºC en una solución 

tamponada suplementada con 0,1% w/v de proteinasa K (Roche) (100 mM Tris-HCl pH 

8,5; 5 mM EDTA pH 8,0; 0,2% w/v SDS; 200 mM NaCl; 1 mg/ml proteinasa K). Esta 

incubación permitió la digestión tisular y la liberación del DNA genómico del interior 

celular. El homogeneizado (600 µl) fue centrifugado durante 5 min a 12.000 g. El 

sobrenadante se separó y el DNA genómico se purificó por precipitación con 420 µl de 

isopropanol. Posteriormente se realizó una nueva centrifugación durante 15 min a 

12.000 g para favorecer la precipitación del DNA genómico al fondo del tubo. El 

sobrenadante se eliminó por aspiración y el pellet de DNA fue finalmente resuspendido 

en 800 µl de H2O Milli-Q previamente calentada a 65ºC para facilitar la solubilización del 

DNA.   

 

2.6.2. Genotipado por PCR 

 

El genotipado se llevó a cabo utilizando el kit comercial de PCR Phusion Green 

Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) (ThermoFisher Scientific) en un 

volumen final de 25 µl (Tabla 16). 

 

Tabla 16. Componentes de la reacción de PCR. 

 

La reacción consistía en una desnaturalización inicial de 31 min a 95ºC seguida 

de 35 ciclos con una desnaturalización (10 s a 95ºC), annealing (30 s a 60ºC) y 

elongación (30 s a 72ºC), y finalmente, una fase de elongación de 5 min a 72ºC. 

Reactivos Volumen

5X GoTaq PCR HF Buffer (Green) 5 µl

25 mM dNTP 0,2 µl

50uM primer Fw 1,25 µl

50uM primer Rv 1,25 µl

Phusion Hot StartII DNA Pol 0,25 µl

H2O Milli-Q 16,05 µl

DNA genómico 1 µl

Reacción de PCR
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Los primers utilizados para el genotipado fueron: 

- Galns-Fw: 5′-TGT GGT GTG ACC ATT CAC CT-3' 

- Galns-Rv: 5′-TTT GTC AGC CCC ATT TCC TA-3'  

 

La reacción de PCR generó un amplicón de 915 pb que fue digerido 

adicionalmente con la enzima de restricción MboII (ThermoFisher Scientific). Se 

añadieron 0,3 µl de la enzima de restricción MboII junto a 3 µl de Buffer B (ThermoFisher 

Scientific) a cada muestra y se dejaron incubar durante 2 h a 37ºC. La digestión con 

MboII generó 3 fragmentos de 697, 142 y 76 pb en el alelo WT; y 381, 316, 142 y 76 pb 

en el alelo MPS IVA (rata KI) (Figura 79). Finalmente, el producto de la digestión por 

MboII se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1% w/v, y se visualizó en un 

transiluminador. 

 

Figura 79. Imagen representativa del genotipado de ratas en un gel de agarosa. El patrón de bandas 
indica el genotipo de cada animal, mostrando ratas WT, heterocigotas (KI het) y homocigotas (KI homo) 

para la mutación introducida en el gen Galns. M: Marcador de bases. 

 

2.6.3. Genotipado por secuenciación de Sanger 

 

La secuenciación de Sanger de los amplicones generados por PCR se realizó 

utilizando los mismos primers Fw y Rv utilizados en el genotipado por PCR, pero a una 

concentración de 5 µM. La banda única de los amplicones obtenidos por PCR fue 

purificada por ExoSAP-IT (ThermoFisher Scientific) siguiendo el protocolo recomendado 

por la casa comercial. Se secuenció 1 µl del DNA purificado con primers Fw y Rv 

utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (ThermoFisher Scientific) 

y la reacción fue purificada mediante pBigdye Xterminator (ThermoFisher Scientific). 

La electroforesis se realizó en un analizador genético ABI 3130xl (ThermoFisher 

Scientific) con un capilar de 50 cm, y se analizó con el software de secuenciación Sanger 

381 bp

142 bp
76 bp

316 bp

697 bp

WT
KI 

het

KI 

homo M
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(ThermoFisher Scientific). La secuenciación se llevó a cabo en la Unidad de Genómica 

del Servicio de Genómica y Bioinformática de la UAB. 

Los amplicones de Sanger se alinearon con una secuencia Galns WT de 

referencia para detectar el alelo MPS IVA introducido en las ratas KI y se analizó 

mediante el software Sequencher 5.4.5. (GeneCodes) tal y como muestra la Figura 80. 

 

Figura 80. Genotipado por secuenciación de Sanger: Ejemplo de electroferograma mostrando el alelo 
KI en heterocigosis tras la secuenciación de Sanger. 

 

Los amplicones de Sanger se analizaron también utilizando el software TIDE 

(Easy quantitative assessment of genome editing by sequence trace decomposition). 

TIDE es una herramienta web que evalúa de forma rápida y confiable la edición del 

genoma de un locus objetivo mediante CRISPR/Cas9. Está basado en la secuencia 

cuantitativa, los datos de seguimiento de dos reacciones de secuenciación capilar 

estándar (Sanger), TIDE cuantifica la eficacia de edición e identifica los tipos 

predominantes de inserciones y deleciones (indels) en el DNA de un conjunto de células 

objetivo (Brinkman et al. 2014). 

 

2.6.4. Secuenciación de alelos Galns por separado 

 

La secuenciación de alelos se realizó a partir de los amplicones de PCR 

obtenidos con los primers de genotipado (ver apartado 2.6.2.). Estos amplicones se 

digirieron con 1 µl de XmaJI + 4 µl de buffer T durante 3 h a 37 ºC. Se purificó la digestión 

mediante el kit QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), eluyendo el producto final en 

30 µl de H2O Milli-Q. La cuantificación el DNA se llevó a cabo en un espectrofotómetro 

Nanodrop 1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.).  

Se digirieron 10 µg del plásmido p123T, utilizado como backbone, con 3 µl de 

SpeI + 5 µl de buffer T durante 2 h a 37 ºC. El DNA plasmídico se purificó con el protocolo 
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de GeneJET® Gel Extraction (ThermoScientific) y se defosforiló siguiendo el protocolo 

del apartado 2.2.3. Se ligó cada amplicón tal como se explica en el apartado 2.2.5. con 

50 ng de plásmido p123T mediante ligación dirigida. Después, se transformaron las 

ligaciones en bacterias E. coli XL2Blue (ver apartado 2.2.6), se realizaron minipreps (ver 

apartado 2.2.1.) de 6 colonias y se realizó una digestión con 0,5 µl de DraI 5 µl + 2 µl de 

buffer T durante 1:30 h a 37 ºC para demostrar que el amplicón de PCR se había 

insertado correctamente en el p123T.   

El producto de las miniprep se secuenció utilizando los primers T3 y T7 que se 

encontraban en el p123T flanqueando al amplicón de PCR. Las secuencias de los 

primers son las siguientes: 

- Primer T3: 5'-AAT TAA CCC TCA CTA AAG G-3' 

- Primer T7: 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG G-3' 

 

Se secuenciaron 100 ng de plásmido mediante un analizador genético ABI 

3130xl (ThermoFisher Scientific) con un capilar de 50 cm, y se analizó con el software 

de secuenciación Sanger (ThermoFisher Scientific). La secuenciación se llevó a cabo 

en la Unidad de Genómica del Servicio de Genómica y Bioinformática de la UAB. 

Los amplicones de Sanger se alinearon con una secuencia Galns WT de 

referencia para detectar el alelo MPS IVA introducido en las ratas KI y se analizó 

mediante el software Sequencher 5.4.5. (GeneCodes) tal y como muestra la Figura 80. 

 

2.7. Administración intravenosa de vectores AAV 

 

Previamente a la inyección, la cantidad necesaria de cada vector utilizado en 

este trabajo se diluyó en un volumen final de 300-400 µl con PBS + 0,001% Plurónico® 

F68 (Gibco – Life Techonologies) y se administró por vía intravenosa (IV) en una de las 

venas caudales laterales de la rata, sin ejercer presión en el momento de la inyección. 

Antes de la administración, se expuso a los animales a luz infrarroja de 250 W (Philips) 

durante unos minutos para inducir vasodilatación y facilitar la visualización y acceso a 

la vena caudal. Para facilitar la inyección, se inmovilizó a los animales en un restrainer 

de metacrilato (Harvard Apparatus). 
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2.8. Obtención de muestras de suero de ratas 

 

Desde la administración IV de los vectores hasta la eutanasia de las ratas, se 

realizaron extracciones periódicas de sangre. Para la obtención de sangre se inmovilizó 

a la rata y se recogieron entre 200 y 400 µl de sangre de la vena safena o la vena 

submandibular. Finalmente, la sangre se centrifugó a 1.200 g durante 10 min a 8ºC para 

separar el suero, que se mantuvo a -80ºC hasta su análisis. 

 

2.9. Eutanasia y obtención de muestras biológicas post mortem de ratas 

 

En el momento de la eutanasia, las ratas fueron anestesiadas mediante 

inyección intraperitoneal de Ketamina (80 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg). A continuación, 

y bajo los efectos de la anestesia, se obtuvo sangre por punción intracardiaca del 

ventrículo izquierdo. Posteriormente, los animales se perfundieron también a través del 

ventrículo izquierdo, con 100 ml de PBS de forma controlada mediante el uso de una 

bomba dual de perfusión (Syringe Pump Dual CE 220V, Leica biosystems), para eliminar 

la sangre de los vasos sanguíneos de los diferentes tejidos y evitar así la posible 

interferencia en las posteriores determinaciones de la actividad GALNS. Una vez 

perfundidos, se procedió a la extracción de los diferentes órganos y tejidos. Todos los 

tejidos diseccionados se mantuvieron a -80 ºC hasta su procesamiento. Los tejidos 

blandos se fijaron en formalina al 10% (PanReac AppliChem) para realizar su posterior 

inclusión en bloques de parafina.  

 

2.10. Protocolo de descalcificación de huesos de rata 

 

Los huesos de rata (mandíbula, extremidad anterior y posterior) se fijaron en 

paraformaldehído tamponado al 4% (Sigma) a 4 ºC durante 48 h. La fijación de los 

huesos se paró mediante 4 lavados con PBS 1X de 15 min cada uno. Una vez 

eliminados los restos de fijador, se añadió ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

disuelto en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4) para descalcificar progresivamente los huesos 

mediante cambios de EDTA diarios la primera semana y, a continuación, cambios de 

EDTA semanales durante 3-6 semanas hasta conseguir el ablandamiento del tejido 

óseo. Una vez descalcificados, los huesos se incluyeron en parafina y se seccionaron 

para los posteriores estudios histológicos. 
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2.11. Cuantificación de proteína total por el método de Bradford 

 

Para cuantificar el contenido proteico, tanto de extractos celulares de cultivos 

HEK293 como de extractos de tejidos, se utilizó el método de Bradford (Bio-Rad). Este 

método está basado en el cambio de color del colorante Comassie brilliant blue cuando 

se acompleja con proteínas. El cambio de coloración da lugar a un cambio en el máximo 

de absorbancia de 495 a 595 nm. 

Para obtener los extractos proteicos, cada uno de los tejidos fueron 

homogeneizados en 0,5 ml de H2O Milli-Q mediante sonicación (Ultrasonic Processor 

Sonics & Materials Inc., CT, EEUU). En el caso de cultivos celulares, las células 

recogidas en cada uno de los 6 pozos de las placas también fueron sonicados, aunque 

en 1 ml de H2O Milli-Q. En el caso del fémur, la homogeneización se llevó a cabo en 1 

ml de buffer de homogeneización (25 mM Tris-HCl, pH 7,2 y 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride) mediante disrupción mecánica del tejido (Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART 

Prozess & Labortechnik GmbH & Co.). Una vez se obtuvieron los homogeneizados, se 

centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 ºC y se recuperó el sobrenadante que ya 

contenía el extracto proteico.  

El volumen apropiado de extracto proteico se diluyó en un volumen final de 800 

µl de H2O Milli-Q, a los cuales se les añadieron 200 µl del reactivo de Bradford (Bio-Rad 

Protein Assay, Bio-Rad). La misma reacción se llevó a cabo con diferentes cantidades 

(de 0 a 20 µg) de BSA (Bovine Serum Albumin) con tal de obtener la recta patrón. 

Después de la adición del reactivo de Bradford, las muestras se mezclaron y se dejaron 

incubar durante 5 min. La medición final de absorbancia se hizo a 595 nm en un 

espectrofotómetro Synergy HTX (BioTek Instruments Inc.). 

 

2.12. Determinación de actividad GALNS 

 

La actividad GALNS se determinó utilizando el sustrato fluorogénico comercial 

4-Methylumbelliferyl β-D-Galactopyranoside-6-sulfate Sodium Salt (4-MU-βGal-6S.Na) 

(Toronto Research Chemicals) siguiendo las indicaciones de la casa comercial 

Moscerdam Substrates (van Diggelen et al. 1990). Brevemente, entre 0,1-10 µg de 

proteína total de los correspondientes extractos proteicos, o 2-5 µl de suero se incubaron 

durante 17 h a 37 ºC juntamente con 20 µl de 4-MU-βGal-6S.Na, 10 mM. El sustrato se 

diluyó en el tampón indicado por la casa comercial (Moscerdam Substrates) (0,1 M Na-

acetato/0,1 M ácido acético, pH 4,3; conteniendo 0,1 M NaCl + 0,02% (w/v) NaN3 + 5 
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mM Pb-acetato (1,90 mg Pb-Ac 2.3 H2O/ml). Esta incubación permite que la enzima 

GALNS catalice la desulfatación de la galactosamina del sustrato 4-MU-βGal-6S.Na 

generando la especie intermedia 4-MU-βGa la cual no es fluorogénica. Pasadas estas 

17 h de incubación se añadió 5 µl de Pi buffer (0,9 M Na2HPO4/0,9 M NaH2PO4, pH 4,3 

+ 0,02% (w/v) azida de sodio) y 10 µl de la enzima β-Galactosidasa 10 U/ml diluida en 

BSA inactivado al 0,2% w/v (BSA inactivado por calor y pH + 0,02% NaN3) y se realizó 

una segunda incubación de 2 h a 37 ºC. En esta segunda incubación, la enzima β-

Galactosidasa cataliza la hidrólisis de 4-MU-βGa permitiendo la liberación del producto 

4-MU el cual sí que es fluorogénico. Una vez finalizada la segunda incubación, la 

reacción enzimática se paró con la adición de 200 µl de tampón stop alcalino (0,5 M 

NaHCO3/0,5 M Na2CO3, pH 10,7 + 0,025% de Tritón X-100) y la fluorescencia emitida 

se midió en un fluorímetro Synergy HTX (BioTek Instruments Inc.) utilizando un filtro de 

excitación 360/40 nm y un filtro de emisión 460/40 nm. La actividad GALNS se calculó 

por extrapolación de la fluorescencia detectada con una recta patrón generada mediante 

diluciones seriadas de 4-MU (4-MethylUmbelliferone, Sigma), y se normalizó por la 

cantidad de proteína total cargada (ver apartado 2.11.). 

 

2.13. Determinación de actividad β-Hexosaminidasa 

 

La actividad enzimática β-Hexosaminidasa se determinó de forma similar a la 

actividad GALNS, partiendo de 0,1 µg de proteína total de extracto proteico de hígado. 

Se incubó 1 h a 37ºC con 20 µl de substrato 4-MU-N-acetyl-β-glucosaminide diluido en 

el tampón indicado por la casa comercial (Sigma) (0,2M Tampón fosfato/0,1M Tampón 

citrato pH 4,4). Finalmente, la reacción se paró, se midió y se calculó de la misma 

manera que en el apartado 2.12. 

 

2.14. Determinación del contenido de GAGs  

 

Para la cuantificación del contenido de GAGs se utilizó la técnica de 

espectrometría de masas en tándem con cromatografía líquida (LC-MS/MS). Entre 10 y 

50 mg de tejido congelado se digirieron o/n a 56ºC en agua Milli-Q suplementada con 1 

mg/ml de proteinasa K. Después de 10 minutos de inactivación de la proteinasa K a 

90ºC, las digestiones se centrifugaron 10 min a 10.000 g. El sobrenadante se filtró 

(Ultrafree, MC, Millipore) por centrifugación 5 min a 12.000 g. 
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Para la cuantificación de queratán sulfato, el filtrado se digirió con Keratanasa II 

a 40ºC durante 3 h. Tras la digestión se obtuvieron 2 disacáridos: Galß1-4GlcNAc(6S) 

y Gal(6S)ß1-4GlcNAc(6S), que derivan del queratán sulfato. LAcNAc *(S1) y LAcNAc* 

(S2) se utilizaron como estándares internos.  

Para la cuantificación de condroitín sulfato el filtrado se digirió con Condroitinasa 

ABC a 37 ºC durante 3 h. Tras la digestión se obtuvieron 2 disacáridos: C4S y C6S, que 

derivan de los condroitines. La condrosina se utilizó como estándar interno.  

Una vez realizada la digestión, las moléculas grandes tales como las proteínas, 

se eliminaron mediante centrifugación a través de un filtro de 10.000 NMWL. La 

separación cromatográfica de los disacáridos y de los estándares internos se realizó 

mediante cromatografía líquida de ultra resolución (UPLC). La detección se realizó por 

ionización negativa por electrospray-MS/MS utilizando el modo de adquisición MRM. 

Las áreas de los picos de cada analito se integraron y la relación de áreas respecto al 

estándar interno se interpoló en la curva de calibración preparada con los patrones de 

los disacáridos para obtener su concentración. 

 

2.15. Inmunohistoquímica de secciones tisulares en bloques de parafina 

 

Tras la extracción, los tejidos se mantuvieron en formol al 4% durante 12-24 h a 

4ºC, fueron incluidos en bloques de parafina y finalmente se realizaron cortes 

histológicos con un microtomo Leica RM2135 (Leica Biosystems). En el caso de los 

huesos, previo a la generación del bloque de parafina, las muestras se sometieron a un 

proceso de descalcificación con EDTA (ver apartado 2.10.) y luego se incluyeron en 

parafina. Una vez desparafinadas, las secciones se incubaron o/n a 4ºC con los 

anticuerpos primarios específicos (ver apartado 1.3). Se realizaron 3 lavados con PBS 

de 5 min y finalmente se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario (ver 

apartado 1.3) durante 1 h a temperatura ambiente. El revelado se llevó a cabo con el 

reactivo ABC Complex (Vector Laboratories Ltd.), el cual utiliza 3,3’-diaminobenzidina 

como cromógeno. Las imágenes en campo claro se obtuvieron con un microscopio 

óptico Eclipse 50i o 90i (Nikon Instruments Inc.) y las imágenes de fluorescencia se 

obtuvieron con un microscopio confocal Olympus Fluoview 1000 o (Olympus 

Corporation) o un microscopio Leica SP5 (Leica Biosystems). 
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2.16. Tinción hematoxilina-eosina y Safranin Orange 

 

Tras la extracción de los tejidos, se mantuvieron en formol al 4% durante 12 h a 

4 ºC, fueron incluidos en bloques de parafina y finalmente se hicieron cortes histológicos 

con un micrótomo Leica RM2135 (Leica Biosystems). En el caso de los huesos, previo 

a la generación del bloque de parafina, las muestras se sometieron a un proceso de 

descalcificación con EDTA (ver apartado 2.10.) y luego se incluyeron en parafina. 

Para la tinción de hematoxilina-eosina, las muestras se desparafinaron, se 

rehidrataron mediante cambios decrecientes de xilol y alcoholes, y posteriormente se 

tiñeron con hematoxilina de Harris durante 5 minutos. Se añadió HCl 0,25% para 

diferenciar y luego se tiñeron con eosina durante 1 min. Tras una deshidratación rápida 

con alcohol (A.96º I y II, A.100º) y una transparentación (Xilol I, II y III de 5 min cada 

uno) se montaron los cortes con DPX. 

Para la tinción de Safranin Orange, las muestras se desparafinaron, se 

rehidrataron y posteriormente se tiñeron con hematoxilina de Weigert durante 5 minutos. 

Se añadió HCl 1%, disuelto en etanol 70%, para diferenciar y luego se tiñeron con 0,02% 

de Fast Green durante 1 min. Se diferenció con 1% de ácido acético, disuelto en etanol 

70%, durante 30 s y finalmente se tiñó con 1% de Safranin Orange durante 10 minutos. 

Tras una deshidratación rápida, las muestras se transparentaron y montaron.  

 

2.17. Cuantificación del área de la placa de crecimiento en campo claro 

 

Para cuantificar el área de la placa de crecimiento de los cortes histológicos de 

los húmeros de rata, se utilizó el programa NIS Elements Advanced Research 2.20 

(Nikon Instruments). Se realizaron entre 4 y 6 fotos de las placas de crecimiento del 

húmero teñidas con Safranin Orange con un microscopio óptico Eclipse 90i (Nikon 

Instruments Inc.). El porcentaje de área de cartílago de crecimiento se calculó como el 

área de cartílago de crecimiento seleccionado manualmente (el color rojo de la tinción 

con Safranin Orange indica la fracción cartilaginosa seleccionada) en relación con el 

área total de la imagen.  
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2.18. Microscopia electrónica de transmisión 

 

Las ratas fueron eutanasiadas por sobredosis de ketamina/xilacina 

intraperitoneal. Una pequeña porción de cada tejido se diseccionó e incubó a 4 ºC 

durante 2 h en 1 ml de glutaraldehído al 2,5% y PFA al 2% como fijador. Después de 

varios lavados con tampón fosfato sódico (NaH2PO4-Na2HPO4) frío, los tejidos se fijaron 

con tetraóxido de osmio al 1% y se marcaron con acetato de uranilo. Finalmente, se 

deshidrataron mediante soluciones seriadas de etanol y se incluyeron en resina epoxi. 

Secciones ultrafinas de los bloques de resina (600-800 Å) se marcaron con citrato de 

plomo y se visualizaron en un microscopio electrónico de transmisión H-7000 (Hitachi).  

 

2.19. Tinción con azul de toluidina en secciones semifinas 

 

Secciones semifinas de los bloques de resina epoxi (800 nm) (ver apartado 2.18) 

se tiñeron durante 30 s con azul de toluidina (Electron Microscopy Science) disuelto en 

agua Milli-Q en presencia de tetraborato sódico.  

 

2.20. Análisis de la fluorescencia específica de GFP 

 

El análisis de fluorescencia específica de GFP se realizó a partir de extractos 

proteicos de diferentes tejidos procedentes de animales inyectados con AAV9-GFP. 

Para obtener los extractos proteicos, cada uno de los tejidos fue homogeneizado 

en 1 ml de tampón de lisis (50 mM Tris, 1% Nonident p40, 0,25% deoxicolato de sodio, 

150 mM NaCl y 1 mM EDTA en PBS, pH 7,4) mediante disrupción mecánica del tejido 

(Polytron® MICCRA-KIT D-9, ART Prozess & Labortechnik GmbH & Co.). Una vez se 

obtuvieron los homogeneizados, se centrifugaron a 10.500 rpm durante 10 min a 4 ºC y 

se recuperó el sobrenadante que ya contenía el extracto proteico. La fluorescencia 

emitida se midió en un fluorímetro Synergy HTX (BioTek Instruments Inc.) utilizando una 

excitación de 488 nm y una emisión de 512 nm. Las unidades relativas de fluorescencia 

(RFUs) se normalizaron por la cantidad de proteína total cargada (ver apartado 2.11).   
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2.21. Análisis óseo por microtomografía computarizada (µCT) de rayos X 

 

El volumen y la arquitectura ósea se evaluaron mediante análisis de µCT. Los 

huesos de rata se fijaron en formalina neutra tamponada (4%) y se escanearon 

utilizando el escáner CT eXplore Locus (General Electric) a una resolución de 27 µm. 

La diáfisis del fémur se midió en 6 cm3 de la zona distal al tercer trocánter. La metáfisis 

femoral y tibial se midió en 2,5 cm3 por debajo de la placa de crecimiento. La diáfisis de 

la tibia se midió en 6 cm3 de la zona distal al borde craneal. La longitud de la tibia se 

midió desde el cóndilo medial hasta el maléolo medial. Los parámetros óseos se 

calcularon con MicroView 3D Image Viewer & Analysis Tool (software de visualización 

de imágenes en 3D de código abierto). 

 

2.22. Test de fuerza de agarre (GST) 

 

La fuerza de agarre de las ratas se midió como la fuerza de tracción máxima de 

las 4 patas registrada con un medidor de fuerza de agarre de rata (PanLab), equipado 

con un sensor con una capacidad de 25 Newtons y una precisión de 0,1%. Un máximo 

de tres tirones del medidor de fuerza de agarre realizado entre las 12 P.M. y 18 P.M. se 

registró y promedió. 

 

2.23. Análisis de la frecuencia cardíaca 

 

Las ratas se colocaron en posición supina, lo que permitió el suministro de 

anestesia (isoflurano, 3,0-4,0% en O2 a 1 L/min) durante 3 minutos. Los electrodos se 

colocaron en el área pectoral y femoral para registrar los latidos por minuto (BPM) 

durante 2 minutos una vez la respiración de la rata fuera estable. Las ratas se 

mantuvieron en el electrocardiógrafo con 2-4% de isoflurano al 1% de oxígeno durante 

el registro de la frecuencia cardíaca. 
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2.24. Medición de la longitud naso-anal 

 

Las ratas se anestesiaron mediante inyección intraperitoneal de ketamina/xilacina 

(80 mg/kg y 10 mg/kg, respectivamente) y se colocaron en posición supina. Se midió la 

distancia entre la parte más rostral de la cabeza y la parte más caudal del abdomen 

(base de la cola). 

 

2.25.   Análisis estadístico 

 

Los resultados se expresaron como la media ± error estándar de la media (SEM). 

Las comparaciones estadísticas se llevaron a cabo mediante la prueba t de Student en 

el caso de comparar el grupo de estudio con un grupo control o con el análisis de la 

variancia de un factor (ANOVA) para las comparaciones múltiples de varios grupos 

contra un grupo control, que se realizaron con el post-test de Dunnet. La significancia 

estadística se determinó cuando P<0,05. El método de Kaplan-Meier se utilizó para el 

cálculo de la supervivencia, y el log-rank test, para las respectivas comparaciones 

múltiples. 
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