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Introducción.  La mucopolisacaridosis IV A (Morquio A) es una enfermedad de depósito
lisosómico causada por la deficiencia en la actividad de la enzima N-acetil-galactosamina-6-
sulfato-sulfatasa que produce la acumulación intralisosómica de queratán y condroitín-6-sulfato.
Hasta el momento, su manejo es paliativo, por lo que las investigaciones se han enfocado en
establecer una terapia que pueda aplicarse tempranamente y garantice la expresión estable
de la enzima. En este sentido, la terapia génica se presenta como una de las potenciales
alternativas terapéuticas para corregir el defecto genético en la mucopolisacaridosis IV A.
Objetivo.  Construir vectores de expresión derivados de virus adenoasociados para corregir in
vitro la deficiencia enzimática en la mucopolisacaridosis IV A.
Materiales y métodos.  Se produjeron vectores derivados de virus adenoasociados que
portaban el gen humano de la enzima N-acetil-galactosamina-6-sulfato-sulfatasa dirigido por
el promotor temprano del citomegalovirus humano, empleando un sistema libre de adenovirus.
Se transfectaron células HEK293 y fibroblastos humanos Morquio A con los virus recombinantes,
y se determinó la actividad enzimática en el lisado celular a las 24 y 48 horas  después de la
transfección.
Resultados.  Se obtuvieron virus adenoasociados recombinantes, libres de adenovirus, con
títulos hasta de 2,08 x 1010 cápsides/ml. Tanto en células HEK293 como en fibroblastos Morquio
A transfectados, se obtuvieron actividades enzimáticas hasta de 3,05 nmoles/mg por hora, 48
horas después de la transfección.
Conclusión.  Los virus recombinantes producidos expresaron in vitro la enzima GALNS en las
células transfectadas. Estos resultados constituyen el paso inicial para el desarrollo de una
terapia génica para la enfermedad de Morquio A empleando vectores derivados de virus
adenoasociados.

Palabras clave:  mucopolisacaridosis IV A/genética, dependovirus, terapia de gen, técnicas
de transferencia de gen, cultivo de virus, técnicas de cultivo.

Construction of an adenoassociated, viral derived, expression vector to correct the genetic
defect in Morquio A disease

Introduction.  Mucopolysaccharidosis IVA (Morquio A) is caused by a deficiency of N-
acetylgalactosamine-6-sulphate-sulphatase, a lysosomal enzyme required for the stepwise
degradation of keratan-sulfate and chondroitin-6-sulfate. A deficiency in this enzyme results in
an accumulation of glycosaminoglycans in several tissues. Currently, no effective therapies
exist and only supportive measures are used to treat some manifestations of the disease. An
ideal therapy is one that can be administrated early in life, has low mortality, and leads to long-
term expression of the enzyme. Gene therapy emerges as a potential alternative to correct the
genetic defect in MPS IVA.
Objective. Adenoassociated virus-derived expression vectors (AAV) were constructed to correct
in vitro the enzyme deficiency in mucopolysaccharidosis IVA.
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Materials and methods.  Adenoasociated virus-derived vectors containing the human GALNS
gene and driven by the citomegalivirus immedited-early promoter were constructed using a
free-adenoviral protocol. HEK293 cells and human skin Morquio A fibroblasts were transfected
with the recombinat vectors. Enzyme activity was measured in cells 24 and 48 hours post-
transfection.
Results.  Free-adenovirus recombinant AAV vectors were obtained with titres up to 2.08x1010

capsids/mL. HEK293 cells and Morquio A fibroblasts transfected with vectors showed GALNS
activity up to 3.05 nmoles/mg/h 48 hours post-transfection.
Conclusion.  The AAV mediated the in vitro expression of GALNS enzyme in the transfected
cells. These results are the first step towards a gene therapy alternative to Morquio A disease
using adenoassociated virus-derived vectors.

Key words:  Mucopolysaccharidosis IV/genetics, dependovirus, gene therapy, gene transfer
techniques, virus cultivation, culture techniques.

La mucopolisacaridosis IV A (MPS IV A, OMIM
253000) es un error innato del metabolismo de
depósito lisosómico, causado por la deficiencia
de la enzima N-acetil-galactosamina-6-sulfato
sulfatasa (GALNS, E.C.3.1.6.4), involucrada en
la degradación de queratán sulfato y condroitín-6-
sulfato, con la consecuente acumulación
intralisosómica de estos glucosaminoglicanos
(GAG) y su aumento en la excreción urinaria (1).

El fenotipo de la enfermedad varía desde una
forma grave con displasia esquelética importante,
estatura corta, anormalidades articulares, facies
toscas, hipoplasia de la odontoides, cuello corto,
opacidad corneal del estroma y compromiso
cardiaco, hasta una forma media con manifes-
taciones menos acentuadas (2,3). La expectativa
de vida para estos individuos oscila entre los 20
y 30 años, aunque algunos pacientes con
fenotipos medios pueden alcanzar hasta la sexta
o séptima décadas de vida. No existe evidencia
de alteraciones del sistema nervioso central (2,3).

En la actualidad, no se dispone de una terapia
efectiva y el manejo se realiza exclusivamente
de forma paliativa, aunque los ensayos clínicos
de la terapia de reemplazo enzimático están
próximos a iniciarse (3,4). Es necesario, entonces,
el desarrollo de una estrategia que permita
mantener niveles enzimáticos durante periodos
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prolongados y dentro de una ventana terapéutica.
La terapia génica emerge como una de las
principales alternativas para la corrección del
defecto genético, de manera semipermanente o,
incluso, permanente, para ésta y otras
enfermedades lisosómicas (5).

El ADNc de GALNS ha sido clonado y su
secuencia codifica para una proteína de 522
aminoácidos, incluso un péptido señal de 26
aminoácidos (6). Hasta la fecha, se han
identificado más de 150 mutaciones, 74% de ellas
debidas a sustituciones de nucleótidos de tipo sin
sentido o de sentido errado (3,7). Para la
población colombiana se han identificado las
mutaciones pG301C, pS162F y pF69B, las cuales
no han sido reportadas en otras poblaciones (8).
Además, el hallazgo de cuatro esculturas de la
época precolombina, con claros rasgos de
individuos afectados con mucopolisacaridosis IV
A, apuntan a la existencia de esta enfermedad en
nuestros antepasados (9).

Durante los últimos años, los vectores derivados
de virus adenoasociados han llamado la atención
de la comunidad científica, por no ser patógenos
para los humanos y por su capacidad de infectar
células en división y quiescentes (10-14). Poseen
un diámetro de 20 a 25 nm y están compuestos
de una mezcla de proteínas de ensamblaje que
encapsidan un genoma de ADN de cadena sencilla
de 4,7 kb, aproximadamente, flanqueado por dos
repeticiones terminales invertidas (inverted
terminal repeat, ITR) de 145 bases, que contienen
el origen de replicación y son necesarias para el
empaquetamiento viral (13).
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Para su replicación y producción, se requiere de
la coinfección con un virus ayudador de tipo
adenovirus o herpes simple (15,16). En ausencia
del virus ayudador, el genoma de los virus
silvestres asociados al ADN se integra en el
genoma humano, específicamente en la posición
19q13.4, mientras que los vectores recombinantes
son encontrados principalmente de manera
episómica (12,17).

Los vectores de virus adenoasociados se han
empleado en ensayos preclínicos in vivo de
enfermedades lisosómicas, como las de Gaucher,
Fabry, Pompe, Hurler, Sanfillippo B, Maroteaux-
Lamy y Sly (5,18), en las cuales se han alcanzado
valores terapéuticos de actividad enzimática,
principalmente en hígado, corazón, pulmón y
suero, tras la administración intravenosa del vector
(19-22) o en músculo, cerebro y ojo, tras la
inyección directa (23-25). En todos los casos, los
acúmulos de GAG se disminuyeron en una gran
proporción y la arquitectura del tejido se restauró,
lo cual se manifestó en una corrección de las
características fenotípicas de las enfermedades
(18,26).

En este estudio se construyó el vector de
expresión episómica pIRESneo2-GALNS, dirigido
por el promotor temprano del citomegalovirus
humano (CMVIE). Este casete de expresión se
utilizó para la generación del plásmido pAAV-
GALNS que permitió la producción de los vectores
de virus adenoasociados recombinantes (rAAV-
GALNS), mediante un sistema libre de adenovirus.
Este es el primer estudio reportado en que se
utilizan virus adenoasociados para corregir in vitro
la deficiencia de GALNS.

Materiales y métodos

Construcción del casete de expresión
pIRESneo2-GALNS

El ADNc de GALNS se obtuvo por restricción del
plásmido pCXN-GALNS (27) con EcoRI (Gibco).
El fragmento de 1,7 kb se insertó en el sitio EcoRI
del vector pIRESneo2 (CLONTECH), el cual posee
el promotor temprano del citomegalovirus, un
intrón sintético, la secuencia del sitio de entrada
al ribosoma del virus de la encefalomiocarditis
seguida por el gen de neomicina fosfotransferasa

y la señal de poliadenilación de la hormona de
crecimiento bovina (figura 1).

Construcción del vector recombinante pAAV-
GALNS

El fragmento XhoI-NruI (4,5 kb) del casete de
expresión pIRESneo2-GALNS, se insertó en el
plásmido pSub201 (14), previa restricción de éste
con XbaI (figura 2). pSub201 contiene los ITR del
serotipo AAV2 flanqueando los genes Rep y Cap
de este mismo serotipo. Todos los extremos
cohesivos se rellenaron utilizando el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa I de Escherichia
coli (New England Biolabs).

Confirmación de los clones pIRESneo2-
GALNS y pAAV-GALNS

La evaluación de la inserción y dirección del ADNc
de GALNS se realizó inicialmente por análisis de
restricción con EcoRI, BglII y BamHI (Promega)
y, posteriormente utilizando los cebadores HG:
5'-ATGGCGGCGGTTGTCGCGGCGACGAGGT
GGTGG y TOMF33R:5'-GGGAACTCTCCCC
TGGG TCC, los cuales se encuentran ubicados
en el extremo 5' y 3' del ADNc de GALNS,
respectivamente. El producto del PCR de 1,3 kb
fue digerido con BamHI (Promega). La integridad
del ADNc de GALNS fue confirmada mediante
secuenciación (Retrogen Inc., San Diego, CA,
USA) usando los cebadores TOMF19 5'-
C G G A C G C T C G C T A G G T C G G C T C G
CTGG,TOMF21 5'-CGGCAAG TGGCATCTGGG
TCACAGG,TOMF22 5'-TCTATGCCTCCAAACC
CTTCTTGGGCA,TOMF23 5'-ACAGGGCCATTGA
TGGCCTCAACCTCCT y TOMF34R 5'-
GCTTCGTGTGGTCTTCCAGATTGTGAGTTG,
los cuales permiten la obtención de la secuencia
completa del ADNc de GALNS. El producto de la
secuencia fue alineado con la secuencia
disponible en GenBank (número de acceso
NM_000512) empleando la herramienta Bl2seq
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).

La selección de los clones pAAV-GALNS se llevó
a cabo mediante análisis de restricción con NaeI
y NdeI. La integridad del ADNc de GALNS en esta
construcción, se realizó por PCR y obtención de
la secuencia como se describió previamente para
pIRESneo2-GALNS. Además, se secuenciaron
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parcialmente las regiones cercanas a los sitios
de ligación (Retrogen Inc., San Diego, CA, USA),
para confirmar la direccionalidad del inserto e
integridad de los ITR, utilizando los cebadores
CMVR: 5'-ACGTCAATGGAAAGTCCCTA,
GHPAF: 5'-AGCCTCGACTGTGCCTTCTA,
3´ITRF: 5'-CGCCTTTGAGTGAGCTGATA y
5´ITRR: 5'-CGCTCATGGAAATACCTACA (figura 2).

Producción de partículas virales de virus
adenoasociados recombinantes

Se cotransfectaron células HEK293 (ATCC
CRL1573), una línea celular permanente de riñón
embrionario humano transformada con ADN del
adenovirus tipo 5 humano, con: pAAV-GALNS o
pSub201 (control), pXX2 (plásmido de
empaquetamiento para el serotipo AAV2) y pXX6
(plásmido ayudador), en una relación 5:5:15 µg
de ADN, respectivamente, lo que corresponde a
una relación molar 1:1:1 (14).

Las células se sembraron 48 horas antes de la
transfección en placas de 10 cm de diámetro a
una densidad de 1 x 106 con Eagle's MEM
(GIBCO), con suplemento de glutamina (GIBCO)
2 mM, aminoácidos no esenciales (GIBCO) 0,1
mM, HEPES (GIBCO), suero fetal bovino (GIBCO)
al 10% y libre de antibióticos.

La cotransfección de las células, en el 70% al
80% de confluencia (aproximadamente, 2,5 x 106

células), se realizó con Lipofectamine 2000
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Pasadas 48 horas, las células y el
medio de cultivo fueron recolectados empleando
un rastril lo para levantar las células. La
suspensión celular se sometió a 3 ciclos de
congelación y descongelación y se clarificó por
centrifugación a 3.000g por 10 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante, solución
viral primaria (~10 ml), fue almacenado a -80 °C.

Titulación de partículas virales

El título viral fue establecido mediante ELISA
empleando el estuche AAV titration ELISA:
Enzyme immunoassay for the quantitative
determination of AAV particles in cell culture
supernatants and purified virus preparations
(Progen-Biotechnik). El número de partículas
virales se determinó comparando la absorbancia

obtenida por las muestras contra una curva de
calibración realizada con una suspensión viral
suministrada en el estuche. Este método permite
la captura de partículas virales completas, pero
no de las proteínas aisladas de la cápside (28).

Transfección de las células con los rAAV-
GALNS

Se transfectaron células HEK293 y fibroblastos
de piel de un paciente con MPS IV A, con los
vectores rAAV-GALNS. Las células se sembraron
en placas de seis pozos, tres días antes de la
infección, a una densidad de 1,5 x 105 células/
pozo, usando el medio de crecimiento MEM
descrito anteriormente sin antibióticos y se
incubaron a 37 °C en atmósfera microaerofílica
de 5% de CO

2
, hasta alcanzar 70% de confluencia

(aproximadamente, 5 x 105 células).

Sin remover el medio, a cada cultivo se le agregó
1 ml de medio permisible (MEM sin antibióticos,
con suplemento de hidroxiurea 240 mM (Sigma)
y butirato de sodio 6 mM (Sigma)). Los cultivos
se incubaron por 5 horas a 37 °C en 5% de CO

2
.

Las células se lavaron con MEM sin antibióticos
y suero fetal bovino al 2% (29). A cada cultivo se
le adicionaron 1 x 1010  cápsides de los virus rAAV-
GALNS/4, rAAV-GALNS/24 y AAV-2 y se
incubaron por 2 horas, con rotación suave cada
30 minutos. Finalmente, se adicionaron 0,5 ml de
medio de MEM con suplemento de suero fetal
bovino al 18%, continuando el cultivo por 24 y 48
horas.

Actividad enzimática GALNS

Las células HEK293 y lo fibroblastos MPS IV A
transfectados y no transfectados se sometieron
a ciclos de congelación y descongelación, 24 y
48 horas después de la transfección. La actividad
enzimática se determinó en los lisados celulares,
siguiendo el método de van Diggelen et al. (30)
con modificaciones. El método emplea el sustrato
fluorogénico 4-metilumbelliferil-β-D-galacto-
piranósido-6-sulfato de sodio, el cual permite la
determinación específica de la actividad GALNS
y es empleado para el diagnóstico de pacientes
con la enfermedad de Morquio A (30). La actividad
enzimática se expresó en nanomoles de sustrato
catalizado en una hora por miligramos de proteína
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Figura 1. Construcción del plásmido de expresión episómica pIRESneo2-GALNS. A) Esquema del plásmido pIRESneo2-
GALNS. CMV/IE: promotor temprano del citomegalovirus humano (CMV); IVS: intrón sintético; IRES: sitio interno atenuado
de entrada al ribosoma (IRES) del virus del encéfalo miocarditis; Neo: secuencia codificante de neomicina fosfotransferasa;
PolyA: señal de poli-A de la hormona bovina de crecimiento, y Amp: gen de la ß-lactamasa. B) Selección de clones
recombinantes correctos por restricción con EcoRI, BglII y BamHI. Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb más ADN
(GIBCO); carril 2: pIRESneo2 digerido con Bgl II; carriles 3 y 4: clones de pIRESneo2-GALNS digeridos con Bgl II; carril 5:
pIRESneo2 digerido con EcoRI; carril 6: El pIRESneo2-GALNS digerido con EcoRI; carril 7: pIRESneo2 con BamHI; carril 8:
pIRESneo2-GALNS digerido con BamHI.

en la muestra (nmol/mg por hora). La actividad en
fibroblastos transfectados fue comparada con la
obtenida en fibroblastos de piel no afectados
(normales). La proteína fue determinada por el
método de Bradford (Pierce, Rockford, IL).

Resultados

Generación de los plásmidos pIRESneo2-
GALNS y pAAV-GALNS

Inicialmente, se construyó el plásmido pIRESneo2-
GALNS (7028 pb), el cual contiene los elementos
necesarios para garantizar la transcripción y
transducción estable del ADNc en las células de

interés (figura 1a). Se obtuvo un único clon con el
ADNc orientado en la dirección correcta. Tras
restricción con EcoRI, se observaron dos bandas,
una de 5,3 kb correspondiente al pIRESneo2 y
otra de 1,7 kb correspondiente al ADNc de la
GALNS (figura 1b). Con la enzima BglII,
pIRESneo2-GALNS con el inserto en la orientación
correcta, debe generar tres fragmentos de 4.088,
1.637 y 1.275 pb, mientras que BamHI debe
producir dos fragmentos de 5.831 y 1.169 pb. Los
carriles 3, 4, 6 y 8 muestran el análisis de
restricción del clon pIRESneo2-GALNS con el
ADNc insertado en la dirección correcta (figura
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1b). La confirmación se realizó por PCR, y se
evidenció la banda de 1,3 kb, la cual, al ser digerida
con BamHI, produjo dos fragmentos de 876 y 481
pb (figura 3). La secuenciación indicó un 100%
de homología con la secuencia reportada en el
GenBank.

El plásmido pAAV-GALNS fue construido
reemplazando los genes Rep y Cap del plásmido
pSUB201 por el casete de expresión pIRESneo2-
GALNS de 4533 pb (figura 2). De esta manera, el
casete de expresión se encontraba flanqueado por
los ITR, que son las únicas secuencias que deben
estar en cis, con respecto al transgen, para la
producción de las partículas virales y la posterior
expresión del gen de interés.

Del total de clones obtenidos con la longitud
esperada de 8,4 kb tan sólo 20 portaban el ADNc
de GALNS, que se evidenció tras digestión con
EcoRI (figura 4A). La confirmación del sentido de
inserción del casete se realizó inicialmente por
análisis de restricción con NdeI y NaeI, en donde
sólo los clones pAAV-GALNS/4, pAAV-GALNS/

Figura 2.  Esquema de construcción del plásmido pAAV-GALNS. El pIRESneo2-GALNS es el casete de expresión usado
para producir los virus asociados al ADN (AAV) recombinantes. El pAAV-GALNS se construyó a partir del psub201
reemplazando las secuencias Rep y Cap por el casete de expresión del pIRESneo2-GALNS; se muestran los sitios de
restricción para XbaI. Nótese que la restricción permite mantener intactos los ITR. Las flechas punteadas señalan las
regiones de reconocimiento de los cebadores y la dirección en la que se realiza la amplificación para la obtención de la
secuencia.

24 y pAAV-GALNS/39 presentaban los fragmentos
esperados de 461, 2.695 y 5.307 pb con NdeI
(figura 4B carriles 2 y 5) y cuatro de 733, 1.186,
2.059 y 4.485 pb con NaeI (figura 4C carriles 3 y
10). El análisis por PCR de los clones 4, 24 y 39
(figura 3) y los resultados de secuenciación (no
se muestra el dato) del ADNc de GALNS, arrojaron
los mismos resultados que para pIRESneo2-GALNS.

Para la replicación y el empaquetamiento de los
virus adenoasociados, es necesario que los ITR
se encuentren intactos y ubicados en cis con
respecto al transgen, por lo cual los plásmidos
pAAV-GALNS se secuenciaron parcialmente para
analizar las regiones cercanas a los sitios de
ligación. Se demostró un 100% de homología
entre las secuencias obtenidas y las reportadas
(12), lo que confirma la integridad de los ITR.

Producción de partículas virales

Con los tres clones pAAV-GALNS obtenidos, se
realizó el procedimiento para la producción de
partículas virales recombinantes, utilizando como
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Figura 3. PCR del ADN del plásmido pIRESneo2-GALNS
y pAAV-GALNS y restricción con BamHI de los
productos de PCR: A) Productos de PCR del pIRESneo2-
GALNS y pAAV-GALNS. La amplificación de un
fragmento de 1.300 pb confirma que el  plásmido contiene
el ADNc de la GALNS. 1: marcador de peso molecular 1
kb ADN (Promega); 2: control de PCR psub201; 3: pAAV-
GALNS/4; 4: pAAV-GALNS/24; 5: pAAV-GALNS/39;  6:
pIRESneo2-GALNS; 7: pCXN-GALNS. B) Cuando se
visualizaron los productos del PCR, el control del PCR
con psub201 mostró amplificación de una banda de
longitud similar a la esperada. Los productos de
amplificación se digirieron con BamHI, el fragmento del
ADNc de la GALNS amplificado tiene un sitio de restricción
para esa enzima y produce bandas de 876 y 481 pb. 1:
marcador de peso molecular de 100 pb (Promega); 2:
control psub201; 3: pAAV-GALNS/4; 4: pAAV-GALNS/
24; 5: pAAV-GALNS/39; 6: pIRESneo2-GALNS; 7: pCXN-
GALNS.

Figura 4. Construcción del plásmido pAAV-GALNS. A)
Selección de los plásmidos pAAV-GALNS recombinantes
mediante restricción con EcoRI: carril 1, marcador de peso
molecular 1 kb ADN (Promega); carriles 2-5, 7 y 8,
restricciones clones positivos para pAAV-GALNS con EcoRI;
carriles 6 y 9, clones negativos para pAAV-GALNS. Los
carriles 5, 7 y 8 corresponden a los clones pAAV-GALNS/4,
pAAV-GALNS/24 y pAAV-GALNS/39, respectivamente. B)
Análisis de restricción de clones pAAV-GALNS con NdeI:
carril 1: marcador de peso molecular 1 kb ADN (Promega);
carriles 2 y 5: pAAV-GALNS 39 y pAAV-GALNS 24,
respectivamente, digeridos con NdeI; se pueden observar
las tres bandas correspondientes a los tamaños esperados
para el inserto orientado en sentido; carriles 3, 4, 6 a 9,
clones negativos para pAAV-GALNS. C) Análisis de
restricción del pAAV-GALNS con NaeI: carril 1, marcador de
peso molecular 1 kb ADN (promega), carriles 3 y 10 pAAV-
GALNS 4 y pAAV-GALNS 39  digeridos con NaeI, mostraron
el patrón esperado. En los carriles restantes se muestra la
separación electroforética de clones negativos.

control el plásmido psub201. Las partículas virales
se obtuvieron 48 horas después de la cotrans-
fección, con el objetivo de lograr el mayor número
de partículas virales (14). Los títulos obtenidos
en el control con psub201 fueron de 4,7 x 1011

cápsides/ml, más altos que los reportados
previamente (<1,1 x 1010 cap/ml) (14). Con losvirus
asociados al ADN recombinates rAAV-GALNS/4,
rAAV-GALNS/24 y rAAV-GALNS/39, los títulos
virales fueron 2,08 x 1010, 6,45 x 109 y 3,98 x 109

cápsides/ml, respectivamente. Debido a que los
los vectores rAAV-GALNS/4 y rAAV-GALNS/24
presentaron los mayores títulos virales, fueron
seleccionados para el ensayo de transfección.
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Transfección de células HEK 293 y fibroblastos
MPS IVA usando los vectores rAAV-GALNS

Se transfectaron células HEK 293 y fibroblastos
MPS IV A  con 1 x 1010 partículas de rAAV-GALNS/
4, rAAV-GALNS/24 y AAV2. Cada transfección fue
realizada de manera independiente en un único
experimento; sin embargo, debido a que los clones
pAAV-GALNS empleados para la producción de
los virus recombinantes contienen la misma secuen-
cia, cada ensayo de transfección, con rAAV-GALNS/
4 y rAAV-GALNS/24, fue considerado como una
réplica. La expresión de una enzima funcionalmente
activa se evidenció con el incremento en la acti-
vidad enzimática en el lisado celular (figura 5).

En las células HEK 293 y los fibroblastos MPS
IV A sin transfectar o transfectados con el virus
AAV2 nativo, no se observó actividad GALNS en
ninguno de los tiempos de muestreo, mientras que
en fibroblastos no afectados se observó una
actividad de 13,47±1,46 nmol/mg/h.

Utilizando el vector rAAV-GALNS/24, se lograron
los niveles enzimáticos más elevados, con valores
de actividad de GALNS hasta de 1,38 nmol/mg/h
(10% de los valores en células no afectadas) y
3,05 nmol/mg/h, en fibroblastos MPS IV A y
HEK293, respectivamente (figura 5).

Discusión

La enfermedad de Morquio A es la mucopolisaca-
ridosis con mayor número de casos reportados

en el país (3,8). De hecho, Colombia podría ser el
segundo país, después de Brasil, con el mayor
número de pacientes afectados por esta
enfermedad en Latinoamérica (2,3). A pesar de
que la terapia de reemplazo enzimático para la
enfermedad de Morquio A comenzará sus ensayos
clínicos en el 2008 (http://www.morquio.com), es
necesario continuar evaluando otras alternativas
que permitan mantener niveles terapéuticos de la
enzima por un periodo prolongado y con la que se
logre corregir el defecto en la mayor cantidad de
tejidos posibles.

En este estudio se evaluó la capacidad de
vectores derivados de virus adenoasociados para
corregir in vitro la deficiencia de la enzima
lisosómica GALNS. Previamente se había
construido el vector pIRESneo2-IDS, que porta el
ADNc de la enzima lisosómica iduronato-2-sulfato
sulfatasa, con el que se logró mantener, durante
un mes en fibroblastos MPS II, la expresión de la
enzima con valores cercanos al 70% de la
actividad encontrada en células no afectadas (31).
Empleando la metodología desarrollada en ese
estudio, se construyó el vector de expresión
episómica pIRESneo2-GALNS, el cual contiene
el ADNc de GALNS bajo el control del promotor e
intensificador temprano del citomegalovirus,
además de otras secuencias que incrementan la
estabilidad del ARNm.

A pesar de que los vectores de tipo AAV no son
no patógenos para los humanos, el principal riesgo
para su uso es la contaminación con adenovirus
durante el proceso de producción (14). Por tal
motivo, se seleccionó el método de producción
de virus asociados al ADN recombinantes (rAAV)
libre de adenovirus desarrollado por X. Xiao et al.
(14), en el cual las secuencias que codifican para
las proteínas de la cápside (Cap), las que regulan
la replicación y empaquetamiento (Rep) y las
secuencias adenoviruales necesarias para la
producción de virus asociados al ADN, son
suministradas en trans por los vectores pXX2 y
pXX6, mientras que el casete de expresión,
flanqueado por los ITR, es suministrado en un
vector derivado de pSUB201. Las secuencias
adenovirales restantes son proporcionadas por la
línea celular HEK293 (14), razón por la cual esta
línea celular fue seleccionada para la producción

Figura 5. Expresión in vitro de los vectores rAAV-GALNS
en fibroblastos MPS IVA y células HEK293. Actividad
enzimática de GALNS en el lisado celular de fibroblastos
MPS IVA y células HEK293 transfectadas con AAV2 nativo,
rAAV-GALNS/4, rAAV-GALNS/24, a las 24 y 48 horas
después de la transfección.
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de las partículas virales. El empleo de este
sistema permitió obtener rAAV libres de virus
ayudadores, sin la necesidad de pasos adicionales
para la remoción de estos virus altamente
inmunogénicos (32).

Es importante anotar que para el empleo in vivo
de estos vectores es necesaria la remoción de
contaminantes celulares, principalmente el suero
fetal bovino, mediante la realización de gradientes
de cloruro de cesio o iodixanol, purificación por
cromatografía de afinidad, diálisis y concentración
por ultrafiltración (32,33). Sin embargo, los virus
producidos en el presente trabajo presentan la
suficiente calidad para la realización de los
ensayos in vitro.

A pesar de que los vectores derivados de virus
asociados al ADN se han  empleado en terapia
génica desde mediados de los 80, aún no existe
un consenso sobre el método de cuantificación
estándar (34). El método  ELISA empleado en el
presente trabajo para la cuantificación de las
partículas virales, presenta la ventaja de no
requerir soluciones virales altamente purificadas,
como sí lo requieren los métodos basados en PCR
en tiempo real, dot-blot o ensayos de infección
(34). Sin embargo, la desventaja de este método
es que no permite establecer la capacidad de
transducción de los virus o el número de
partículas con genoma viral. Este último es un
aspecto muy importante, pues cuando se realiza
la producción de partículas virales recombinantes,
sólo un porcentaje de las vectores, generalmente
entre el 20% y 50%, porta el genoma viral (28).

Los títulos virales logrados usando el vector
pSUB201 (AAV2 silvestre) de 4,7 x 1011 cápsides/
ml fueron equivalentes a los reportados por X.
Xiao  et al. (14) de 6 x 109 unidades de
transfección/ml, las cuales corresponden a 4,7
x1011 cápsides/ml (28). Sin embargo, al realizar
la corrección por el volumen total de solución viral
(10 ml en este trabajo y 1 ml en X. Xiao et al.
(14), se observa un incremento de un orden de
magnitud (4,7 x 1012 Vs. 4,7 x 1011 cápsides).

Esta diferencia puede ser producto del empleo de
liposomas catiónicos durante el proceso de
cotransfección, a diferencia del método de fosfato
de calcio empleado por otros autores (13,14,17),

incrementándose la eficiencia en la entrega del
ADN y el número de células transfectadas, y
disminuyendo la toxicidad.

Además, el método de fosfato de calcio es
bastante sensible en cuanto al pH de las
soluciones, así como a la velocidad de formación
y tamaño del precipitado (35). Los títulos virales
obtenidos con los vectores recombinantes  rAAV-
GALNS/4, 24 y 39 fueron más bajos que los
observados con el virus silvestre, debido a
factores como el tamaño del genoma y la ausencia
de secuencias adicionales a los ITR que facilitan
su producción y empaquetamiento (36,37). Sin
embargo, los títulos de los virus recombinantes
estuvieron en el rango de 3,98 x 109 a 2,08 x 1010

cápsides/ml, valores similares a los reportados
por X. Xiao  et al. (14) al construir rAAV que portan
diferentes casetes de expresión.

Los vectores recombinantes producidos en este
trabajo fueron del serotipo 2, el cual emplea el
proteoglicano heparán sulfato (HSPG) como el
receptor necesario para su unión a la membrana
celular y el receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 1, la integrina avb5 y el receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos (HGFR),
como los correceptores necesarios para la
incorporación del vector (38,39). La HSPG es una
molécula ampliamente distribuida en el organismo,
por lo que el serotipo 2 tiene la capacidad de
infectar una gran variedad de tipos celulares.

En este estudio los vectores rAAV-GALNS se
usaron para transfectar células HEK293 y
fibroblastos MPS IVA. El incremento en la
actividad de GALNS se pudo detectar desde las
primeras 24 horas después de la transfección,
alcanzándose a las 48 horas actividades
enzimáticas de 3,05 y 1,38 nm/mg por hora en
células HEK293 y fibroblastos MPS IV A,
respectiva-mente, con el vector rAAV-GALNS/24.

Por otro lado, empleando el vector rAAV-GALNS/
4 a las 48 horas se observó un inexplicable
descenso en los valores de la actividad enzimática
en fibroblastos, mientras que las células HEK293
se comportaron de una manera similar a lo
observado con el vector rAAV-GALNS/24, con un
incremento de 3,0 veces de la hora 24 a la 48
versus 2,7 veces en el caso de rAAV-GALNS/24.
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Independientemente del vector utilizado, los
valores en células HEK293 son mayores que los
logrados en fibroblastos; esto se debe a que las
primeras son una línea celular mientras que las
otras son producto de un cultivo primario de
fibroblastos obtenidos de un paciente con la
enfermedad de Morquio A.

Hasta la fecha, el único reporte de transferencia
génica para la enfermedad de Morquio A es el de
G. Toietta et al. (40) quienes, usando un vector
retroviral que porta el ADNc de GALNS bajo el
promotor del virus de leucemia de ratón,
transfectaron fibroblastos y linfocitos de sangre
periférica de individuos normales y pacientes
Morquio A, así como también queratinocitos
humanos, mioblastos de ratón y sinoviocitos de
conejo, y lograron incrementos entre 30 y 50 veces
en la actividad enzimática con respecto a los
valores basales y niveles de GAG iguales o
menores a los presentes en células normales.

A pesar de que los niveles alcanzados en este estu-
dio son menores que los reportados por G. Toietta
et al. (40), algunos resultados indican que, para
el manejo de enfermedades lisosómicas, pueden
ser suficientes las correcciones cercanas al 10%
para pasar de un fenotipo grave a uno medio (5).

Actualmente se están adelantando ensayos a
largo plazo in vitro e in vivo para determinar la
capacidad de estos vectores para lograr valores
terapéuticos de GALNS. Es importante destacar
la ventaja que presentan los vectores de tipo AAV
sobre los retrovirales, principalmente, al
mantenerse de forma extracromosómica como
concatámeros o integrados específicamente,
aunque en bajo porcentaje, en el locus AAVS1
del cromosoma 19 (41).

Por su lado, los vectores retrovirales presentan
el riesgo de la activación de oncogenes debido a
la inserción al azar del vector (34), aunque en la
actualidad se adelantan investigaciones tendientes
a lograr la integración específica de sitio del
vector (42).

Los resultados obtenidos en este estudio
constituyen el primer paso hacia el desarrollo de
una terapia génica para la enfermedad de Morquio
A, empleando vectores derivados de virus

adenoasociados. Sin embargo, aún se deben
evaluar y ajustar otros factores como los
promotores, el serotipo del vector y la coexpresión
con SUMF1, el cual codifica para la enzima
modificadora de formilglicina involucrada en la
transformación de cisteína a formilglicina en todas
las sulfatasas lisosómicas, y cuya coexpresión
con otras sulfatasas ha llevado a notables
incrementos de la actividad, tanto in vitro como
in vivo (43,44).
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