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RESUMEN

La Mucopolisacaridosis tipo IV-A (MPS IV) o Sindrome de Morquio-A, es una
enfermedad hereditaria autosémica recesiva causada por un defecto genético que
genera deficiencia de la enzima N-acetil-galactosamina-6-sulfato-sulfatasa
(GalNAc-6-sulfatasa, GALNS E.C.3.1.6.4), lo que lleva a una acumulacion de C6S
y KS en tejidos y organos; esta acumulacion conduce a anormalidades
musculoesqueléticas severas, baja estatura, problemas cardiacos, respiratorios,
pérdida auditiva, de visibn y afectacion de mdltiples o6rganos y sistemas

conllevando a una alta morbilidad y mortalidad.

La incidencia promedio estimada de esta enfermedad en la poblacion mundial esta
alrededor de 1 caso por cada 50 a 100 mil habitantes; La Mucopolisacaridosis tipo
IV es la mas frecuente en Colombia 0,68 casos por 100.000 nacidos vivos, sin
embargo actualmente no se conoce exactamente la prevalencia — carga

poblacional de esta patologia en nuestro pais.

El estudio de enfermedades mediante técnicas como la gendmica comparativa, ha
permitido un analisis completo del genoma o de la parte codificante del mismo, el
exoma, mediante una variedad de herramientas bioinformaticas lo cual ha llevado
a entender mejor la estructura, funcién y procesos evolutivos que actlan sobre los
genes humanos, su incidencia y prevalencia, la prediccion de genes asi como el
descubrimiento de nuevos elementos del genoma, con el objetivo de crear nuevas
estrategias de tratamiento, y avanzar en nuestro conocimiento de los mecanismos
generales de la evolucién y prediccion de estas patologias. De esta manera, el
objetivo del presente trabajo se basé en la realizacion de gendmica comparativa
de las variantes exdmicas de pacientes con MPS IV-A y su frecuencia poblacional

en pacientes del Suroccidente Colombiano.



Palabras Claves: Mucopolisacaridosis tipo IV-A (MPS IV-A) o Sindrome de
Morquio-A, GALNS, C6S, KS, Genomica Comparativa, Variantes Exdmicas,

Prevalencia Poblacional.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type IV-A (MPS IV-A) or Morquio-A Syndrome, is an
inherited autosomal recessive disease caused by a genetic defect that generates
deficiency of the enzyme N-acetyl-galactosamine-6-sulfate-sulfatase (GalNAc-6
sulfatase, GALNS EC3.1.6.4), which leads to an accumulation of C6S and KS in
tissues and organs; This accumulation leads to severe musculoskeletal
abnormalities, short stature, heart problems, respiratory problems, hearing loss,
vision and involvement of multiple organs and systems leading to high morbidity
and mortality. The estimated average incidence of this disease in the world
population is around 1 case per 50 to 100 thousand habitants.
Mucopolysaccharidosis type IV is the most frequent in Colombia 0.68 cases per
100,000 live births, however at present the prevalence - population burden of this
pathology in our country is not currently known. In the study of diseases through
techniques such as comparative genomics, it has allowed a complete analysis of
the genome or the coding part thereof, the exome, by means of a variety of
bioinformatic tools which has led to a better understanding of the structure, function
and evolutionary processes that act on those of human genes, their incidence and
prevalence, the prediction of genes as well as the discovery of new and non-coding
but functional elements of the genome, with the aim of creating new treatment
strategies, and advancing our knowledge of the general mechanisms of the
evolution and prediction of these pathologies. In this way, the objective of this work
is based on performing the comparative genomics of the exomic variants of
patients with MPS IV-A and its estimation of its population frequency in patients

from the Colombian Southwest.
Key Words: Mucopolysaccharidosis type IV-A (MPS IV-A) or Morquio-A

syndrome, GALNS, C6S, KS, Comparative Genomics, Exomic Variants, Population

Prevalence.
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INTRODUCCION

La N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS) es la enzima lisosomal
encargada del catabolismo de los glicosaminoglicanos (GAGs) queratan sulfato
(QS) y condroitin-6-sulfato (C6S), mediante la remocién del sulfato presente en los
residuos de galactosa y N-acetilgalactosamina, respectivamente. La deficiencia en
la actividad de GALNS produce la Mucopolisacaridosis IV A (MPS IVA, OMIM
253000) o enfermedad de Morquio A, en la que el QS y C6S se acumulan en el
interior del lisosoma, produciendo alteraciones en la estructura celular de
diferentes tejidos, principalmente en hueso, cartilago y cornea. La enfermedad fue
inicialmente descrita por el pediatra uruguayo Luis Morquio en 1929, en 4
hermanos que presentaron distrofia esquelética familiar severa. Las principales
caracteristicas de los pacientes con MPS IVA incluyen: displasia esquelética
severa, hipoplasia de la odontoides, pectus carinatum, genu valgum, laxitud de
articulaciones, opacidad corneal, enfermedad de valvulas cardiacas y alteraciones
respiratorias y auditivas; sin las alteraciones del sistema nervioso central

observadas en otras MPS.!

En Colombia, los estudios realizados por Gémez et al, afio 2012, propusieron
para nuestro pais una incidencia de MPS IVA de 0,68:100.000 (NV).2

Colombia no cuenta con cifras exactas sobre la incidencia de esta enfermedad, sin
embargo, algunos estudios sugieren que Colombia podria ser uno de los paises
con mayor numero de individuos afectados con MPS IV A. En la poblacion
colombiana se han llevado a cabo estudios en MPS IVA, como el realizado en

1996 por Kato et al. Donde se identificaron tres mutaciones de tipo missense

1. 1 Diaz JC, Suarez MA, Tomatsu SA. Contribucion Colombiana Al Conocimiento Colombian
Contribution To Knowledge. Issn. 2012;34(3):221-41.

2. 2 GoOmez, AM., Garcia-Robles, R., Suéarez-Obando, F. Estimacion de las frecuencias de las
mucopolisacaridosis y andlisis de agrupamiento espacial en los departamentos de Cundinamarca y
Boyaca. Biomédica, 32(4), 602-9. 2012 http://doi.org/10.7705/biomedica.v32i4.574
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G301C, S162F y F69V, en una muestra poblacional de 12 pacientes analizados.?

Siendo la MPS IVA la mas frecuente en el pais.

Adicionalmente, se ha documentado el hallazgo de esculturas precolombinas con
claros rasgos de individuos afectados con MPS IVA; lo que sugiere la presencia
del desorden en nuestra poblacion desde la época prehispanica y la existencia de

un efecto fundador.

De esta forma, el presente estudio busca ampliar el conocimiento sobre esta
patologia usando herramientas bioinformaticas que permitan realizar procesos de
genomica comparativa de las variantes exdmicas de pacientes con diagndstico
clinico, enzimético y molecular de MPS IV-A y calcular su prevalencia a partir de

una muestra poblacional de afectados procedentes del suroccidente colombiano.

3. 3 Kato, Z, Fukuda, S., Tomatsu, S., Vega, H., Yasunaga, T., Yamagishi, A., ... Kondo, N. A novel
common missense mutation G301C in the N-acetylgalactosamine-6- sulfate sulfatase gene in
mucopolysaccharidosis IVA. Human Genetics, 101(1), 97-101. 1997
http://doi.org/10.1007/s004390050594
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1. JUSTIFICACION

La incidencia de Morquio-A varia dependiendo de la regién geogréfica. Leadly et

al*

, presentaron un sumario de las distintas estimaciones realizadas de la
incidencia de la enfermedad; de esta manera, se estimo un caso de MPS IV-A por
cada 201.000 nacimientos en Australia, uno por cada 263.000 nacimientos en
Alemania y un caso por cada 500.000 nacimientos en Japon; presentandose la
enfermedad con mayor frecuencia en familias y comunidades endogamicas.
Adicionalmente, presentaron una estimacion de la prevalencia puntual (nimero de
personas que tienen la enfermedad en un momento determinado) del sindrome de
Morquio A, que oscila entre un caso por cada 600.000 habitantes en Reino Unido

hasta un caso por 1.872.000 habitantes en Malasia.’

En Colombia, las enfermedades complejas y raras se han caracterizado por la
carencia de claridad dentro del sistema de seguridad social vigente, debido a su
baja prevalencia, dificil diagnostico, escaso tratamiento y alto precio de los
medicamentos (por lo cual se consideran de alto costo).® Estudios realizados por
el Ministerio de Salud y Proteccién Social Colombiano’ mostraron que en 2017 el
total de usuarios caracterizados con MPS IV-A ascendia a 82 y en términos de
andlisis de frecuencia, Antioquia era el departamento con la mayor concentracion
de pacientes (23 casos), seguido de Bogotd (15 casos) y Valle del Cauca (8
casos). Sin embargo, a pesar de conocer los datos anteriores, definir un indice de

prevalencia de la enfermedad en el pais sigue generando complicaciones vy

4. 4 Leadley, R. M., Lang, S., Misso, K., Bekkering, T., Ross, J., Akiyama, T. Kleijnen, J. A systematic
review of the prevalence of Morquio A syndrome: challenges for study reporting in rare diseases. Orphanet
Journal of Rare Diseases, 9, 173. 2014 http://doi.org/10.1186/s13023-014-0173-x

5. 5 Hendriksz CJ, Harmatz P, Beck M, Jones S, Wood T, Lachman R, et al. Review of clinical
presentation and diagnosis of mucopolysaccharidosis IVA. Mol Genet Metab. 2013;110(1-2):54—-64.

6. 6 Harmatz PR, Mengel KE, Giugliani R, Valayannopoulos V, Lin SP, Parini R, et al. Longitudinal
analysis of endurance and respiratory function from a natural history study of Morquio A syndrome. Mol
Genet Metab [Internet]. Elsevier B.V.; 2015;114(2):186-94. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ymgme.2014.10.015

7. 7 Cuevas RJ. Inferencia Bayesiana e Investigacion en salud: un caso de aplicacion en diagndstico
clinico. 2015;21(3):9-16.
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vacios de informacién; si bien, los estudios realizados por Gémez et al®
propusieron para Colombia una incidencia de MPS IV de 0,68:100.000 (NV), estos
no especificaron el subtipo de MPS |V al cual hacen referencia en sus estudios y
sus investigaciones se han restringido Unicamente al altiplano cundiboyacense,
por lo que no tiene representatividad nacional y, en consecuencia, podria sub o
sobreestimar la incidencia de la enfermedad en el pais; teniendo en cuenta que se
conoce que en el Suroccidente Colombiano existen comunidades indigenas que
reportan alta frecuencia por su endogamia. A pesar de no tener un nimero exacto
y preciso de prevalencia de MPS IV-A, se podria pensar que su prevalencia
puntual en Colombia es relativamente alta, en relacion con otros paises teniendo
en cuenta los datos existentes; sin embargo debe realizarse mas investigacion en
torno a la incidencia y prevalencia de la enfermedad por area geografica, asi como
el conocimiento de las caracteristicas de las variantes genéticas que se puedan
presentar en los pacientes que sufren este sindrome, pues todo esto en conjunto

conduce a una atencién mas dirigida y personalizada.

Hoy en dia, el entendimiento de las bases moleculares de las enfermedades ha
avanzado de manera rapida de la mano de los avances tecnolégicos. En genética
humana, el desarrollo de nuevas metodologias, junto con los proyectos planteados
para el estudio del genoma humano y su diversidad, estan permitiendo el
desarrollo de nuevas aplicaciones y abordajes para realizar nuevos estudios
clinicos que permiten reconocer datos puntuales en las patologias. En poco
tiempo, se paso6 de disponer Unicamente de herramientas para el estudio de unos
pocos genes que llevan a enfermedades identificadas mediante sospechas
clinicas, a tener la posibilidad de realizar un analisis completo mas exploratorio del
genoma de un paciente y a construir mediante esta informacion, redes completas

de genes, lo que lleva a tener un conocimiento mas amplio.

8. 8 GOmez, AM., Garcia-Robles, R., Suérez-Obando, F. Estimacion de las frecuencias de las
mucopolisacaridosis y andlisis de agrupamiento espacial en los departamentos de Cundinamarca y
Boyaca. Biomédica, 32(4), 602-9. 2012 http://doi.org/10.7705/biomedica.v32i4.574
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Actualmente, el estudio de enfermedades huérfanas como MPS, mediante el uso
de la gendmica comparada se ha posicionado como un campo de la investigacion
biolégica en el que los investigadores usan herramientas, como analisis
computarizados, para comparar las secuencias del genoma completo, obteniendo
asi caracteristicas propias de cada individuo y localizando también regiones de
similitudes y diferencias. Toda esta informacion permite traducir los resultados de
variantes secuenciales en efectos funcionales que explican la etiologia de la
enfermedad, ayuda a entender mejor la estructura y la funcion de los genes
humanos, y permite crear nuevas estrategias para combatir diferentes
enfermedades; especificamente, la MPS [V-A al tratarse de una enfermedad
heredo metabdlica multisistémica heterogénea y progresiva, requiere de un
diagnostico precoz, tratamiento oportuno, seguimiento y rehabilitacion continua
gue mejoren la calidad y expectativa de vida de los pacientes, por esta razén la
gendmica comparativa de las variantes genéticas en pacientes con este sindrome
permite profundizar en el conocimiento de la expresion fenotipo — genotipo,
prediccion clinica, respuesta al tratamiento con la TRE, la presencia o no de
inmunogenicidad, el asesoramiento genético empleando herramientas moleculares
para el estudio de portadores y busqueda futura de posibles dianas terapéuticas

dirigidas y personalizadas.

Teniendo en cuenta que la informacidén conocida sobre esta patologia sigue siendo
escasa en nuestro pais, las investigaciones en Colombia sobre la MPS IV-A
aportan al conocimiento de esta enfermedad y ofrecen un apoyo desde lo
cientifico, a la reglamentacion y el manejo oportuno de las enfermedades
huérfanas; por tanto, este proyecto busca aportar mediante el uso de las
tecnologias gendmicas comparativas, el analisis de las variantes exdmicas de
pacientes con MPS IV-A y fortalecer los datos existentes de la frecuencia
poblacional de la enfermedad, obtener frecuencias alélicas y génicas en una

muestra de pacientes del Suroccidente Colombiano.

16



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la frecuencia poblacional de las variantes exdmicas encontradas,

mediante analisis de gendmica comparativa entre una poblacion sin hallazgos

clinicos sugestivos de Sindrome de Morquio-A y un grupo de pacientes con

diagndstico enzimatico y molecular de Sindrome de Morquio-A o MPS IV-A.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las variantes génicas causantes de patogenicidad para MPS IV-A'y

su efecto poblacional.

Caracterizar gendémicamente las variantes exOmicas encontradas en
individuos afectados de MPS IV-A.

Determinar la presencia y frecuencia de las variantes en el gen GALNS en una
muestra de pacientes con diagnéstico de Sindrome de Morquio-A del

Suroccidente Colombiano.

Predecir Interacciones entre el gen GALNS y otros genes — moléculas

pequefias que modulen su expresion.

Calcular las frecuencias alélicas y génicas de las variantes en el gen GALNS

en las muestras analizadas.

Inferir el efecto alélico de las variantes registradas en la poblacion como un

factor de riesgo a predecir MPS IV-A.

17



3. MARCO TEORICO

Las enzimas lisosomales son responsables del catabolismo de las biomoléculas.
Las deficiencias en ellas, dan como resultado la acumulacion de sustratos no
degradados en los tejidos, lo que conduce finalmente a enfermedades de
almacenamiento lisosOmico. La galactosamina-6-sulfatasa lisosémica humana
(GALNS, también conocida como N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa y GalN6S; EC
3.1.6.4) elimina los grupos sulfato de un N-acetilgalactosamina-6-sulfato terminal
(o galactosa-6-sulfato) en mucopolisacaridos como keratan sulfato y condroitin-6-
sulfato. Los defectos en GALNS conducen a la acumulacion de sustratos, lo que
resulta en el desarrollo de la enfermedad de almacenamiento lisosomal
mucopolisacaridosis IV- A (también conocida como MPS IV A y enfermedad de
Morquio A).°

El sindrome de Morquio-A o MPS IV-A, (OMIM 253000) es una enfermedad
autosémica recesiva de almacenamiento lisosomal?, con una incidencia en la
poblacion general de 1. 201.000 NV, oscilando en varias poblaciones desde 1:
599,000 en Reino Unido® 1: 300,000 nv en ltalia.'® Estudios realizados por Gémez
et al®* en Colombia, propusieron que el sindrome de Morquio es la MPS mas
frecuente en el pais con una incidencia de 0,68: 100.000 NV, siendo la segunda
en frecuencia a nivel mundial, solamente superada por Irlanda del norte
(1,3/100.000);* sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados por conocer y

dar manejo puntual a la enfermedad, siguen existiendo brechas y falta de

9. 9 Rivera-Colén, Y., Schutsky, E. K., Kita, A. Z., & Garman, S.C. The structure of human GALNS
reveals the molecular basis for mucopolysaccharidosis IV A. Journal of Molecular Biology, 423(5), 736—
751. 2012 http://doi.org/10.1016/j.jmb.2012.08.020.

10.10 Tomatsu S, Dieter T, Schwartz | V., Sarmient P, Giugliani R, Barrera LA, et al. Identification of a
common mutation in mucopolysaccharidosis IVA: Correlation among genotype, phenotype, and keratan
sulfate. J Hum Genet. 2004;49(9):490-4.

11.11 Belloso WH, Redal MA. La farmacogen6mica y el camino hacia la medicina personalizada. Med
(Buenos Aires) [Internet]. Fundacion Revista Medicina (Buenos Aires); [cited 2017 Jan 23];70(3):265-74.
Available from: http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0025-
76802010000300013&Ing=es&nrm=iso&tlng=en
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informacion concisa y concreta que lleven a determinar con exactitud la

prevalencia poblacional de esta patologia.

En la MPS IV-A, el trastorno de almacenamiento lisosomal causado por la
deficiencia de actividad de la GALNS, genera alteracién del catabolismo de dos
GAGs: el C6S y KS a nivel de los condrocitos que son los responsables de la

sintesis de los GAGs.*?

3.1 EL GEN Y LA ENZIMA GALNS

El gen humano GALNS se encuentra localizado en el cromosoma 16g24.3, posee
una longitud de 50 kb con 14 exones y 13 intrones. Un ARNm de 2,3 kb es
sintetizado a partir del gen GALNS, con un marco abierto de lectura de 1,5 kb que

codifican para una proteina de 522 aminoacidos (6).

El contenido GC en la regiéon reguladora 5, sumado a la ausencia de una caja
TATA y la presencia de un alto nimero de sitios de unidon para el factor de
trascripcion Spl, sugieren que este es un gen de expresion constitutiva. Mas de
200 mutaciones han sido identificadas en el gen GALNS, incluyendo mutaciones
missense (69%), nonsense (5%), splicing (7%), deleciones pequefnas (13%) y
grandes (2%), e inserciones (4%). El 46% de estas mutaciones ocurren menos de
tres veces en el total de la poblacion sugiriendo una elevada heterogeneidad
molecular en las mutaciones sobre el gen GALNS. Para la poblaciéon colombiana
se identificaron las mutaciones p.G301C, p.S162F y p.F69V en pacientes del viejo
Caldas, de las cuales la ultima no ha sido reportada en otras poblaciones.
Posteriormente, las mutaciones p.A75G y pR386C fueron identificadas en
pacientes del departamento de Boyaca (Saboya y Chiquinquird), de las cuales la

primera no se ha identificado aln en otros pacientes latinoamericanos. A pesar de

12.12 Wood TC, Harvey K, Beck M, Burin MG, Chien YH, Church HJ, et al. Diagnosing
mucopolysaccharidosis IVA. J Inherit Metab Dis. 2013;36(2):293-307.
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la elevada heterogeneidad molecular de las mutaciones, se han observado
algunas asociaciones genotipo-fenotipo. Asi, la mayoria de las mutaciones
puntuales estan asociadas con fenotipos atenuados, mientras que mutaciones sin
sentido, deleciones grandes y alteraciones tipo splicing se encuentran asociadas

con fenotipos severos.*

Figura 1. Localizacion Citogenética y Caracteristicas del Gen GALNS

Ll Gene: GALNS
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Fuente: www.ensambl.org.

La enzima GALNS es un homodimero de 120 kDa, con dos mondmeros de 60 kDa
gue son procesados a polipéptidos con un peso molecular de 40 kDa y 15 kDa
unidos por un enlace disulfuro. Al igual que otras enzimas y proteinas lisosomales,
GALNS posee un péptido sefial de 26 residuos que dirige la proteina naciente al
RE, en donde es inicialmente modificada por glicosilacion cotranslacional en dos

asparaginas. Esta glicosilacion involucra la transferencia en bloque de un
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oligosacarido formado por tres glucosas, nueve manosas y 2 residuos de N-
acetilglucosamina. Antes de salir del RE tres residuos de glucosa y uno de
manosa son removidos del oligosacarido. Antes de ser plegada en el RE, GALNS
es activada por la enzima generadora de formilglicina (FGE). Esta es una enzima
del RE responsable de la conversion de cisteina a formilglicina en el sitio activo de
las sulfatasas, representado por la secuencia consenso CXPSRXXX
[L/M]TG[R/K/L] y ubicado en el extremo N-terminal de la proteina. Para el caso
especifico de GALNS humana el sitio activo se encuentra en la posiciéon C79. FGE
es codificada por el gen SUMF1 (Sulfatase Modifying Factor 1). Este gen es un
factor limitante y esencial en la actividad de las sulfatasas por las siguientes
razones: (i) mutaciones en SUMF1 producen la deficiencia multiple de sulfatasas,
en donde la actividad de todas las sulfatasas se encuentra afectada, (i) la
sobrexpresion de una sulfatasa produce activacion parcial de la enzima y
disminucion en la actividad de otras sulfatasas por saturacion del sistema, y (iii) la
coexpresion de una sulfatasa con SUMFL1 lleva a un marcado incremento en la
actividad de la respectiva sulfatasa. A diferencia de las proteinas de membrana o
de la ruta secretora, en las que las cadenas de oligosacaridos son procesadas a
unidades que contienen acido sialico, las enzimas lisosomales son modificadas
por la adicion de residuos de fosfomanosil, el cual funciona como un componente
esencial en el reconocimiento del receptor de manosa-6-fosfato en Golgi. Una vez
llevadas a cabo estas modificaciones sobre la cadena de oligosacaridos, la enzima
se une al receptor de manosa-6-fosfato y abandona el reticulo de Golgi en
vesiculas recubiertas de clatrina, que la dirigen al sistema endosomal/lisosomal.
Cerca del 2 al 20% de la enzima es secretada antes de llegar al lisosoma, la cual
puede ser recapturada de manera autocrina 0 paracrina por unién con receptores
de manosa-6-fosfato ubicados en la membrana celular. Esta capacidad de captura
celular y direccionamiento al lisosoma constituyen la base para el desarrollo de

terapias de reemplazo enzimatico, génica y celular.
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Como resultado de la deficiencia enzimatica, los GAGs parcialmente degradados
se acumulan en los huesos, ligamentos y cartilagos, asi como la MEC de estos

tejidos, impidiendo la osificacién endocondral y la condrogénesis.*

Figura 2. Estructura Terciarla de GALNS. La prediccién de la estructura
terciarla se realiz6 empleando el servidor I-tasser (http://zhanglab.ccmb.
med.umich.edu/I-TASSER/). La prediccion de los dos posibles sitios de
glicosilacion, asi como la generacion del modelo glicosilado fueron
realizados con la herramienta GlyProt

Fuente: Tomatsu S, Fukuda S, Cooper A, et al. Fourteen novel mucopolysaccharidosis IVA
producing mutations in GALNS gene. Hum Mutat.1997;10:368-375.

13.13 OMIM [Internet]. Available from: http://www.omim.org/
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Figura 3. El GALNS humano y su estructura general
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(a): GALNS escinde el 6-sulfato unido a los sacéaridos Gal y GalNAc. (b): los sustratos GALNS
incluyen condroitin-6-sulfato y keratan sulfato. Las flechas rojas muestran el enlace escindido por
GALNS. (c): estructura del monémero GALNS coloreada de azul a rojo desde el extremo N al C y
al Ca2 + en magenta. (Este esquema de coloracién se combina en paneles posteriores). La
superficie molecular en verde (calculada en Povscript43) se corta para indicar la zona que define el
sitio activo. (d): una vision general de la estructura del dimero GALNS vista abajo de la diada
molecular. (e): un diagrama de topologia del mondmero muestra los dominios en gris. (f): una vista
ortogonal del mondmero GALNS visto en la hoja B grande en el dominio 1. (33)

Fuente. Rivera-Colon, Y., Schutsky, E. K., Kita, A. Z., & Garman, S. C. The structure of human
GALNS reveals the molecular basis for mucopolysaccharidosis IV A. Journal of Molecular Biology,
423(5), 736-751 2012. http://doi.org/10.1016/j.jmb.2012.08.020.
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3.2 EL SITIO ACTIVO Y LA UNION DEL LIGANDO

El sitio activo de GALNS se encuentra en un bolsillo en el centro del dominio a / 8
N-terminal. Los residuos primarios del sitio activo incluyen Asp39, Asp40, Arg83,
Tyrl08, Lys140, Hisl42, His236, Asp288, Asn289, Lys310, y DHA 79. El sitio
activo contiene una alta concentracion de residuos basicos que conducen a un
considerable potencial electrostatico positivo en la superficie, como se espera para

una enzima que se une a sustratos altamente sulfatados. (Figura 4)°

Figura 4. El sitio activo y la union del ligando del GALNS.

KS fragment
ol

Active site

(a) Representacion esquematica de las interacciones en el sitio activo de GALNS. (b) Mapa 2Fo-Fc
residuos del sitio activo contorneados en 1.80. (¢) La estructura del ligando unido. La densidad
electrénica muestra un mapa 2Fo-Fc. La superficie molecular muestra la gran cavidad de unién al
sustrato con los residuos indicados. (d) El potencial de la superficie electrostatica de GALNS, se
muestran las grandes éareas de carga positiva adecuadas para interactuar con sustratos
polianidnicos. Un fragmento del sustrato queratan sulfato (con la etiqueta «fragmento KS") se
muestra para la escala.

Fuente. Rivera-Colén, Y., Schutsky, E. K., Kita, A. Z., & Garman, S. C. The structure of human
GALNS reveals the molecular basis for mucopolysaccharidosis IV A. Journal of Molecular Biology,
423(5), 736—751 2012. http://doi.org/10.1016/j.jmb.2012.08.020.
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3.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de la MPS IV-A varian desde una forma severa
caracterizada por displasia 6sea grave y sistémica presente en el momento del
nacimiento a una forma menos severa, caracterizada por afectacion oésea
progresiva debido a la acumulacion de GAGs. No hay afeccion primaria del
sistema nervioso central, pues en este no hay acumulacion significativa de GAGs
y la inteligencia es normal; Los fenotipos de la MPS IV-A varian desde la forma

clasica que se manifiesta con anomalias esqueléticas y articulares (hipermovilidad

14_15

articular, enanismo, tronco corto y anomalias de la columna cervical) pérdida

de la audicidn, afectacion cardiaca a nivel valvular, opacidad corneal y una
esperanza de vida de 20-30 afios menos que en la forma atenuada.'® Las
manifestaciones respiratorias y de la voz se dan como una consecuencia de los
depositos de GAGs en la via aérea superior. La obstrucciéon de la via aérea
superior y la apnea obstructiva del suefio, combinadas con la deformidad de la
caja toracica y la distorsion traqueal se dan como resultado del acortamiento de la
columna vertebral, y a menudo conducen al colapso total de la via aérea.'”-'® En

conjunto, estas anomalias resultan en problemas respiratorios®® trastornos de voz

14.14 Tomatsu S, Nishioka T, Montafio AM, Gutierrez MA, Pena OS, Orii KO, et al. Mucopolysaccharidosis
IVA: identification of mutations and methylation study in GALNS gene. J Med Genet [Internet].
2004;41(7):e98. Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1735846&tool=pmcentrez&rendertype=abstract

15.15 Tomatsu S, Montafio AM, Nishioka T, Gutierrez MA, Pefia OM, Tranda Firescu GG, et al. Mutation
and polymorphism spectrum of the GALNS gene in mucopolysaccharidosis IVA (Morquio A). Hum Mutat
[Internet]. 2005 Dec [cited 2016 Feb 27];26(6):500-12. Available from:
http://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/16287098

16.16 Wang Z, Zhang W, Wang Y, Meng Y, Su L, Shi H, et al. Mucopolysaccharidosis IVA mutations in
Chinese patients: 16 novel mutations. J Hum Genet [Internet]. Nature Publishing Group; 2010;55(8):534—
40. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20574428

17.17 Ding VC, Tomatsu S, Montanio AM, Gottesman G, Bober MB, Mackenzie W, et al
Mucopolysaccharidosis IVA: correlation between genotype, phenotype and keratan sulfate levels. Mol
Genet Metab [Internet]. Elsevier; 2013 Jan 1 [cited 2016 Feb 11];110(1-2):129-38. Available from:
http://www.mgmjournal.com/article/S1096719213002102/fulltext

18.18 Morrone A, Caciotti A, Atwood R, Davidson K, Du C, Francis-Lyon P, et al. orquio a syndrome-
associated mutations: A review of alterations in the GALNS gene and a new locus-specific database. Hum
Mutat. 2014;35(11):1271-9.

19.19 Tomatsu S, Montan AM, Lopez P, Trandafirescu G. Determinant factors of spectrum of missense
variants in mucopolysaccharidosis IVA gene. 2006;89:139-49.
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y del habla.®® Debido a la naturaleza progresiva del sindrome de Morquio A, el
diagnéstico temprano es primordial para optimizar los resultados clinicos del

paciente.

Hasta el afio 2013, no existia ningun tipo de tratamiento para prevenir, 6 tratar el
sindrome de Morquio A, por lo que las intervenciones médicas se limitaban al
alivio sintomatico, que incluia la rehabilitacion fisica, uso de analgésicos para el
dolor y cirugias de miembros inferiores, entre otras. A la luz de la fisiopatologia de
la enfermedad, en la cual la deficiencia de una Unica enzima da lugar a una gran
variedad de manifestaciones clinicas, aparece la TRE, por medio de la cual una
administracion intravenosa de la enzima recombinante humana GALNS,*
reemplaza la enzima deficiente. Esta terapia fue aprobada en el afio 2014 por la
FDA de EE.UU y su uso se considera seguro, con pocas reacciones de
hipersensibilidad y raros casos de anafilaxia.”> Nos encontramos entonces ante
una patologia que presenta una variedad de signos y sintomas, asi como
variantes genéticas, lo que hace a estos individuos mas susceptibles a presentar
diferentes y mudltiples respuestas a la que hasta ahora es su Unica terapia

especifica establecida y aprobada.

Segun el informe de EURORDIS, el 80% de las enfermedades raras son de origen
genético, presentando un amplio espectro de variabilidad fenotipica y abarcando
todas las variantes intermedias posibles entre las formas graves y leves de las
enfermedades; de ahi, la gran importancia que tiene para la investigacion de este
conjunto de enfermedades, implementar nuevas herramientas gendémicas como
aproximacion diagnostica, buscando entender aspectos fundamentales de las
patologias y brindar un adecuado manejo clinico de las mismas. Hoy en dia, la

investigacién de enfermedades como el sindrome de Morquio-A, basada en el uso

20.20 Tomatsu S, Brusius A, Smith M, Orii T, Montan AM. Growth Charts for Patients Affected With Morquio
A Disease. 2008;1295:1286-95.

21.21 SuJL, Katherine A, Su B, Santos CV, Contreras-garc GA. Caracterizacion clinica, estudios genéticos,
y manejo de la Mucopolisacaridosis tipo IV A. Medicas UIS. 2013;2b(2):34-50
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de herramientas como la genémica comparativa, permite reconocer la diversa
interaccion entre las redes génicas presentes en los pacientes afectados por la
deficiencia enzimatica y da bases moleculares para explicar los mecanismos y la
fisiopatologia de la enfermedad, abriendo asi un campo de enormes posibilidades
para definir lo que seran las bases de nuevas terapias génicas.

3.4 DIAGNOSTICO ENZIMATICO DE LAS MPS IV-A

El diagndstico definitivo de MPS IV-A, se establece por la medicion de la actividad
de la enzima GALNS en leucocitos o cultivos de fibroblastos, por lo general por un
método colorimétrico o fluorométrico.® Los leucocitos aislados de sangre entera
permiten un analisis mas rapido que el cultivo de fibroblastos, pues el tiempo
desde la toma de muestras a la notificacion de los resultados es menor de dos
semanas. Como la enzima GALNS actla sobre dos sustratos, se usan como
sustratos N-acetilgalactosamina-6-sulfato (GalNAc-6S) y galactosa-6-sulfato (Gal-
6S) para medir su actividad GalNAc-6S.

Figura 5. Reaccion enzimética para la cuantificacion de la enzima GALNS.
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Fuente. Diaz JC, Suarez MA, Tomatsu SA. Contribucién Colombiana Al Conocimiento Colombian
Contribution To Knowledge. Issn. 2012;34(3):221-41.

3.5 GENETICA MOLECULAR DE LA MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO IV-A.

Tomatsu y colaboradores en 1992 realizaron los primeros reportes de mutacion en
el gen GALNS, identificando 4 mutaciones diferentes (612,222.0001 -
612222,0004).? Posteriormente Hori et al (1995) encontraron en pacientes
japoneses 2 deleciones en estado de heteroalélico separadas por casi 8,0 y 6,0 kb
en el gen GALNS con elementos repetitivos Alu, cerca de los puntos de delecién
8,0 kb; lo que habia dado lugar a una delecion a partir de una recombinacion Alu-
Alu. La otra delecion de 6,0 kb involucraba eventos de recombinacion entre
repeticiones directas cortas e incompletas de 8 pb en los puntos de delecion. Esta
fue la primera documentacion de una doble delecién en un gen que no es miembro
de un grupo de genes. Uno de los pacientes fue homocigoto para la delecion
doble, y los otros eran heterocigotos:? en estos pacientes heterocigotos, Tomatsu
et al. (1996) identificaron nuevas mutaciones en el gen GALNS en el otro alelo: 1
nonsense y 3 missense.?

En el afio 2004, Tomatsu y colaboradores analizaron el gen GALNS de 28
pacientes con MPS-IVA de diversas poblaciones étnicas donde se identificaron 32
mutaciones diferentes; las mutaciones transicionales en dinucleétidos CpG,
representaron el 23% de todas las sustituciones de una sola base que conducian
a mutaciones missense y nonsense en la region codificante, la metilacion
individual de citosina en CpG era extensa dentro de los exones 2-14 mientras que

las citosinas en CpG del exén 1 no estaban metiladas.” Este estudio proporcioné

22.22 Politei J, Schenone AB, Guelbert N, Fainboim A, Szlago M. Enfermedad de Morquio (
mucopolisacaridosis IV-A ): aspectos clinicos , diagndsticos y nuevo tratamiento con terapia de reemplazo
enzimético. 2015;113(4):359-64.

23.23 Hendriksz CJ, Berger Kl, Giugliani R, Harmatz P, Kampmann C, Mackenzie WG, et al. International
guidelines for the management and treatment of Morquio a syndrome. Am J Med Genet Part A.
2015;167(1):11-25.

24.24  Gutiérrez-Claveria M, Beroiza W T, Cartagena S. C, Cavides S. |, Céspedes G. J, Gutiérrez-Navas
M, et al. Prueba de caminata de seis minutos. Doc Man Procedimientos Ser Chile. 2008;15-24.

25.25 Crapo RO, Casaburi R, Coates AL, Enright PL, Macintyre NR, McKay RT, et al. ATS statement:
Guidelines for the six-minute walk test. Am J Respir Crit Care Med. 2002;166(1):111-7.
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un ejemplo de la correlacion entre la metilacion de los sitios CpG vy la distribucién

de las mutaciones transicionales de este gen.

Hacia el 2005, se reportaron 148 mutaciones en el gen GALNS, incluyendo 26
mutaciones nuevas; de los alelos analizados, el 78,4% de las mutaciones eran
missense, 9,2% deleciones pequefias, 5.0% nonsense 2,4%; eran deleciones
grandes y 1,6% inserciones. Las mutaciones de transicion en dinucleétidos CpG
representaron el 26,4% del total de las mutaciones descritas. Lo cual demostré la
heterogeneidad alélica asociada a la amplia variabilidad clinica de la

mucopolisacaridosis 1V-A.%°

En el afio 2010, Wang et al, realizaron secuenciacion directa por PCR de exones
en 24 pacientes chinos, donde se identificaron un total de 42 alelos mutantes,
pertenecientes a 27 mutaciones diferentes. De las 27 mutaciones, 16 eran nuevas,
incluyendo 2 mutaciones del splicing (c.567-1G4T y ¢.634-1G4A), 2 mutaciones
nonsense (p.W325X y p.Q422X) y 12 mutaciones missense (p.T88l, p.H142R,
p.P163H, p.G168L, p.H236D, p.N289S, p.T312A, p.G316V, p.A324E, p.L366P,
p.Q422K y p.F452L).%" La mutacién p.G340D era una mutacién comun en los
pacientes chinos con MPS I[V-A, representando el 16,7% del nimero total de
alelos mutantes, estos resultados mostraron que las mutaciones en estos
pacientes tienen un espectro de mutacién diferente en comparacion con los de

otras poblaciones, lo cual sugiere un efecto fundador.

Hasta el afio 2014, el andlisis molecular de diferentes poblaciones étnicas habia
revelado 185 mutaciones diferentes del gen GALNS, incluyendo 19 mutaciones

nuevas reportadas en un estudio de correlacion entre genotipo-fenotipo y los

26.26 Harmatz P, Mengel KE, Giugliani R, Valayannopoulos V, Lin SP, Parini R, et al. The Morquio A
Clinical Assessment Program: Baseline results illustrating progressive, multisystemic clinical impairments in
Morquio A subjects. Mol Genet Metab [Internet]. Elsevier Inc.; 2013;109(1):54-61. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ymgme.2013.01.021

27.27 Burkhalter N. Evaluacion de la escala Borg de esfuerzo percibido aplicada a la rehabilitacion
cardiaca. Rev Lat Am Enfermagem. 1996;4(3):65—73.
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niveles de KS realizado por Ding et al afo 2016, evidenciando asi la amplia
heterogeneidad alélica de mutaciones de gen GALNS, consistente con el amplio

espectro de fenotipos clinicos observados en los pacientes.?®

Las alteraciones del gen GALNS asociados con Morquio A son numerosas Yy
heterogéneas, ademas de forma continua se reportan alteraciones nuevas. Para
ayudar a la deteccion e interpretacion de las alteraciones de GALNS, desde la
investigacion previamente publicada, Morrone y colaboradores afio 2014,
realizaron una lista completa y actualizada desde el afio 2005 hasta 277
alteraciones unicas asociadas al gen GALNS e identificados a partir de los 1.091
alelos publicados;?® mostrando de esta manera una tabla con los 10 Alelos del gen
GALNS mas frecuentemente reportados en pacientes con Morquio A, por paises y
etnias. (tabla 2); asi mismo, estudiaron a 37 pacientes italianos los cuales
reportaron 14 nuevas mutaciones, en donde los procedimientos de secuenciacion
convencionales no lograron caracterizar una segunda mutacién causante de la
enfermedad en el 16% de los pacientes, y con procedimientos moleculares como
CNV QF-PC, lograron caracterizar dos nuevas deleciones grandes con sus
puntos de corte correspondientes en un 67% de los alelos del gen GALNS.*°

En el afio 2016, Chkioua y colaboradores realizaron por andlisis de secuencia
directa, el cribado de la mutacién del gen GALNS a 15 pacientes con MPS-IVA no
emparentados; encontrando una mutacion sin sentido p.D288G (c.863A> G) en un
paciente, la mutacién con mayor frecuencia c.120 + 1G> A (IVS1 + 1G> A) en
once pacientes y tres mutaciones notificadas previamente p .G66R, p.A85T y

p.R386C en los otros pacientes. Todos los pacientes estudiados fueron

28.28 Saenz H, Barrera L. La terapia de reemplazo enzimatico en el tratamiento de enfermedades
genéticas. Univ Sci [Internet]. 2003;8:31-42. Available from:
http://revistas.javeriana.edu.co/index.php/scientarium/article/view/4738

29.29 Schweighardt B, Tompkins T, Lau K, Jesaitis L, Qi Y, Musson DG, et al. Immunogenicity of Elosulfase
Alfa, an Enzyme Replacement Therapy in Patients With Morquio A Syndrome: Results From MOR-004, a
Phase Il Trial. Clin Ther. 2014;1137-47.

30.30 Jones SA, Bialer M, Parini R, Martin K, Wang H, Yang K, et al. Safety and clinical activity of
elosulfase alfa in pediatric patients with Morquio A syndrome (mucopolysaccharidosis IVA) less than 5
years. Pediatr Res [Internet]. 2015;78(6):10-5. Available from: http://dx.doi.org/10.1038/pr.2015.169
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homocigotos para estas mutaciones identificadas. El analisis bioinformatico predijo
la nueva mutacion como probablemente patégena. Estos hallazgos con la
mutacion p.D288G no observada en sujetos controles, sugirieron que es una
mutacién causante de enfermedad, que se correlacioné con el fenotipo severo
observado en los pacientes y se encontré que las dos mutaciones GALNS no
reportadas e informadas, respectivamente p.D288G y p.R386C, se asociaron con
un haplotipo comin y especifico.®* Finalmente, en el 2017 se detect6 en una nifia
china afecta con MPS-IVA mediante PCR y secuenciaciobn Sanger, una nueva
mutacion sin sentido heterocigota compuesta, ¢.1094G> T (p.Gly365Vval) /
€.938C> T (p.Thr313Met), en el gen GALNS, la cual muy probablemente subyace
a la patogénesis de la enfermedad del paciente (28).

Tabla 1. Los 10 Alelos del gen GALNS mas frecuentemente reportados en
pacientes con Morquio A, por Paises / Etnias.

Allele Number Percentage of Percentage of all
detected that allele's total detected alleles
p.Arg386Cys 55 100 5.0
| Spanish | 9 | 16 | 0.8 |
Argentine 6 11 0.5
| Chinese | 5 | 9 | 0.5 |
Italian 4 7 0.4
| Colombian | 3 | 5 | 0.3 |
Polish 3 5 0.3
| Turkish | 3 | 5 | 0.3 |
Chilean 3 5 0.3
| All other countries/ethnicities | 14 | 35 | 1.3 |
p.lle113Phe 52 100 4.8
[ Irish | 27 | 52 | 2.5 |
British 15 29 1.4
| British/Irish | 3 | 6 | 0.3 |
All other countries/ethnicities 7 13 0.6
| p.Gly301Cys | 45 | 100 | 4.1 |
Colombian 16 36 1.5

Continuacién Tabla 1. Los 10 Alelos del gen GALNS mas frecuentemente
reportados en pacientes con Morquio A, por Paises / Etnias.

31.31 Schweighardt B, Tompkins T, Lau K, Jesaitis L, Qi Y, Musson DG, et al. Imnmunogenicity of Elosulfase
Alfa, an Enzyme Replacement Therapy in Patients With Morquio A Syndrome: Results From MOR-004, a
Phase Il Trial. Clin Ther [Internet]. Elsevier; 2015 May 1 [cited 2016 Mar 1];37(5):1012-1021.e6. Available
from: http://www.clinicaltherapeutics.com/article/S014929 1814007413/fulltext
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Allele Number Percentage of that Percentage of all

detected allele's total detected alleles

Portuguese 6 13 0.5

| Spanish | 5 | 11 | 0.5 |
All other countries/ethnicities 10 40 0.9

[ c.120+1G>A | 22 | 100 | 2.0 |
Tunisian 20 91 1.8

| All other countries/ethnicities | 2 | 9 | 0.2 |
p.Thr312Ser 22 100 2.0

| Irish | 14 | 64 | 1.3 |

British/Irish | 3 | 14 | 0.3 |
All other countries/ethnicities 5 23 0.5

| p.Met391Val | 22 | 100 | 2.0 |
French Canadian 7 32 0.6

| French | 4 | 18 | 0.4 |
Canadian Caucasian 3 14 0.3

| American caucasian, German | 2 | 9 | 0.2 |
All other countries/ethnicities 6 27 0.5

| p.Ala291Thr | 20 | 100 | 1.8 |
Asian-multiethnic 8 40 0.7

| British | 4 | 20 | 0.4 |
Finnish 3 15 0.3

| Pakistani | 2 | 10 | 0.2 |
Chinese 1 5 0.1

| Japanese | 1 | 5 | 0.1 |
All other countries/ethnicities 1 5 0.1

| p.Ser287Leu | 20 | 100 | 1.8 |
Middle Eastern 4 20 0.4

| Turkish | 3 | 15 | 0.3 |
Spanish 2 10 0.2

| Polish | 2 | 10 | 0.2 |
Greek 2 10 0.2

| Macedonian | 2 | 10 | 0.2 |
Austrian 1 5 0.1

[ New Zealander | 1 | 5 | 0.1 |
Irish/ltalian/Polish 1 5 0.1

| All other countries/ethnicities | 2 | 10 | 0.2 |
p.Met318Arg 19 100 1.7

| Chinese | 11 | 58 | 1.0 |
Taiwanese 3 16 0.3

| Other | 2 | 11 | 0.2 |
South-East Asian 2 11 0.2

| Japanese | 1 | 5 | 0.1 |
p.Arg253Trp 18 6 1.6

| Pakistani | 16 | 89 | 1,5 |
All other countries/ethnicities 2 11 0,2

Fuente. Morrone A, Caciotti A, Atwood R, Davidson K, Du C, Francis-Lyon P, et al. Morquio a
syndrome-associated mutations: A review of alterations in the GALNS gene and a new locus-
specific database. Hum Mutat.2.014
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo en donde se caracterizan genOmicamente las variantes
exomicas encontradas en individuos afectados de MPS IV-A, y se realiza un
andlisis de gendmica comparativa con una poblacién sin hallazgos clinicos
sugestivos de Sindrome de Morquio-A y se determina su frecuencia poblacional

en una muestra del Suroccidente Colombiano.

4.2. GENOMICA COMPARATIVA DE LAS VARIANTES EXOMICAS DE
PACIENTES CON MPS IV-A.

4.2.1 Poblacion de Estudio

Para el presente estudio se tomaron los resultados obtenidos para el diagnéstico
confirmatorio de MPS IV-A de 16 pacientes pertenecientes a la Fundacion para la
Prevencion de la Discapacidad “FUNDIS “del Suroccidente Colombiano, y todos
los resultados exdmicos de pacientes con patologias diferentes y no
diagnosticados clinicamente con MPS IV-A, pertenecientes a la base de datos del
Instituto de Genética Médica — GENOMICS (Cali), previa firma de consentimiento

informado.

4.2.2 Criterios de Inclusion

Diagnostico clinico, enzimético y molecular de Morquio A (para los pacientes
afectados) y Diagnostico de patologias diferentes a Morquio A (para los exomas
de referencia) obtenido de base de datos del Instituto de Genética Médica —
GENOMICS (Cali),
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4.2.3. Criterios de Exclusiéon

Pacientes que no hubieran firmado el respectivo consentimiento informado —

asentimiento para toma de muestra y uso de datos.

4.2.4. Diagnéstico Enzimatico de la MPS IV-A

Para el diagndstico enzimatico a cada paciente, se le extrajo muestra de sangre
venosa periférica colectada en papel de filtro y se midi6 la actividad enzimatica de
GALNS mediante espectrometria de masas en tdndem cuyo procesamiento se
realiz6 en el laboratorio GENOMICS de la ciudad de Cali Valle del Cauca en

coordinaciéon y apoyo de la Universidad de Rostock, Alemania.

4.2.5. Diagnostico Molecular de la MPS IV-A.

Para el diagnostico molecular a cada paciente se extrajo ADN a través de puncion
digital periférica con la extraccion de 2 gotas de sangre y fijacion en papel filtro, se
extrajo ADN, se aisl6 el gen y se amplificé mediante PCR, se secuencié mediante
NGS, cuyo procesamiento se realizé en la Universidad de Rostock, Alemania en

coordinacién y apoyo del Instituto GENOMICS de la ciudad de Cali Valle del cauca

4.2.6. Andlisis Bioinforméatico

Para el analisis de las variantes encontrada en el gen GALNS se realizd una
busqueda exhaustiva de todas las variantes encontradas, para lo cual se utilizaron
las siguientes bases de datos, con el objetivo de comprobar si estas habian sido

previamente descritas ademas de conocer su significado patogénico:

e Human Gene Mutation Database (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk

/aclindex.php). Existe informaciéon sobre gran cantidad de enfermedades
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hereditarias. Permite conocer citas bibliograficas de cada variante, analiza las
propiedades biofisicas de los aminoacidos sustituidos, realiza andlisis de
conservacion (PSI-BLAST) y calcula predicciones de algunos estudios in silico
(SIFT y MutPred).

e Leiden Open Variation Database (LOVD) (http://www.lovd.nl/3.0/home /). Se
trata de una base de datos publica desarrollada por Leiden University Medical
Center en Holanda. Tiene informacién sobre una gran cantidad de genes e
informacion importante sobre citas bibliograficas, ademas esta disefiada para

recopilar datos sobre los individuos en los cuales ha sido hallada la variante.

e National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/).

Plataforma publica estadounidense referente mundial en informacion biomédica y
genomica. La cantidad de recursos que NCBI pone en linea a disposicion del
publico son realmente amplios, tanto en numero como en los ambitos de
conocimiento que cubre. Tiene gran cantidad de bases de datos segun la
informacion y caracteristicas de la busqueda.

Se utilizé la base de datos dbSNP (repositorio central tanto para sustituciones
como pequefias eliminaciones e inserciones de bases de nucleétidos Unicos) para
obtener informacién sobre el posible efecto fisiopatoldgico de la variante y de su
frecuencia en poblacién europea (a través de la informacién de Haplotype Map;
HapMap). dbSNP también almacena variaciones raras y comunes con Sus
genotipos y frecuencias alélicas, e incluye tanto variantes clinicamente
significativas en humanos como polimorfismos benignos. Actualmente, cuenta con
53 millones de RefSNP clusters (o cddigos rs, que son los cddigos Unicos de
identificacién de las variaciones una vez procesadas tras su envio). Originalmente

fue creada para dar soporte al descubrimiento de polimorfismos a gran escala,
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como el del proyecto HapMap, pero enseguida fue considerado como repositorio

mundial también para otros tipos de variaciones.

- Ensembl Genome Browser

(http://www.ensembl.org/index.html).

Otra muestra de los enormes esfuerzos publicos por proveer de recursos
gendmicos a la comunidad cientifica es el del proyecto Ensembl que, aunque con
enfoque particular en el genoma humano, contiene informacion de otros genomas
cordados de muchos organismos modelos como el ratén, la rata o el pez cebra. El
proyecto comenzé en 1999 con el fin dltimo de anotar automaticamente el
genoma, integrar dicha anotacion con otros datos biolégicos disponibles, y publicar
toda esta informacion en linea y de manera gratuita, algo que viene haciendo
desde el 2000. La cara mas visible del proyecto es su visor genémico y su
repositorio de recursos gendémicos integrados, cuya densidad varia en funcion de
la especie, siendo las de mayor completitud ( analisis funcional ) la de humano,
raton, rata y pez cebra, precisamente los genomas méas consultados. Todas las
especies disponen de anotaciones genéticas basadas en evidencias, asi como de
recursos de gendmica comparativa, incluyendo alineamientos y relaciones de
homologia, ortologia y paralogia. Todas estas anotaciones se integran con una
enorme cantidad de fuentes externas de referencia, lo que convierte a Ensembl

COmo un recurso integrador dnico.

4.2.5 Métodos in Silico

Hoy en dia, existen varias herramientas bioinformaticas, métodos in silico,
disponibles que pueden predecir las consecuencias de las variantes genéticas en
la estructura y funcién de las proteinas. Estos métodos in silico estudian varias
caracteristicas como son los cambios en las propiedades fisico-quimicas de los

aminodacidos sustituidos, el grado de conservacion evolutiva, el entorno de la
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secuencia de un aminoacido afectado o la alteracibn en las propiedades

estructurales de la proteina.

4.2.5.1 Métodos Bayesianos

4.2.5.1.1 Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2)

La herramienta Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) predice el
impacto que puede causar una sustitucion de un aminoacido en la estructura y/o

funcidn de una proteina humana mediante consideraciones comparativas.

Dada una sustitucién de un aminoacido en una proteina, PolyPhen-2 extrae varias
caracteristicas relacionadas con la secuencia y la estructura de donde se ha
producido la sustitucion e introduce estos datos en un clasificador probabilistico
para obtener el grado de perjuicio que supone. Esta prediccion se basa en reglas
empiricas aplicadas a la secuencia, a la informacion filogenética y estructural que

caracterizan la sustitucion.

PolyPhen-2 predice el significado funcional de la variacion mediante un
clasificador Naive Bayes. Para ello hace uso de dos pares de conjuntos de datos
con los que trabaja el clasificador. Por una parte, usa el conjunto de datos
HumDiv, que estd formado por los alelos dafinos causantes de enfermedades
mendelianas que se encuentran en la base de datos UniProtKB, junto con las
diferencias entre las proteinas humanas y sus homoélogos mamiferos mas
cercanos. Por otra, esta el conjunto HumVar, formado por las mutaciones
causantes de enfermedades humanas ubicadas en la base de datos UniProtkKB y
el conjunto nsSNPs (nonsynonymous single-nucleotide polymorphisms), sin
enfermedades dafiinas asociadas. El clasificador Naive Bayes obtiene la
probabilidad de que una mutacién sea dafiina dando una tasa o estimacion de

falsos positivos (posibilidad de que una mutacion sea clasificada como perjudicial
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cuando en realidad no lo es) y verdaderos positivos (una mutacion es clasificada

como perjudicial y lo es).

Polyphen-2 clasifica a las variantes en una de estas tres categorias: benigna,
posiblemente dafiina y probablemente dafiina, basandose en la probabilidad de
patogenicidad dada por el clasificador de Bayes. La variante es considerada
benigna cuando la probabilidad de patogenicidad es <0,15. Las variantes seran
consideradas posiblemente dafinas cuando la probabilidad de patogenicidad este
entre 0,15 y 0,85. Por ultimo seran considerada como probablemente dafiina
cuando la probabilidad de patogenicidad sea >0,85. Ademas el programa da una

estimacion de falsos positivos y falsos negativos.

4.2.5.1.2 Mutation Taster

Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), a diferencia de los algoritmos
anteriores, ademas de analizar las variantes missense, es capaz de analizar las
variantes sinénimas, no codificantes y pequefas inserciones no superiores a 12
bases. En funcion de estos tipos de variantes se utilizan tres diferentes modelos
de prediccién: Without_aae, diseflado para las variantes sinénimas y no
codificantes que no conducen a sustitucién de aminoacidos pero podrian tener un
efecto en el patron de empalme de la transcripcion; Simple_aae, para variantes
missense; y Complex_aae, para las variantes con efecto mas complejo como

“framshifts” o proteinas truncadas.

Utiliza un clasificador Naive Bayes para predecir el potencial patolégico de una
alteracion, el cual ha sido preparado con datos de variantes recopilados de
diferentes fuentes. El conjunto de datos que contiene las variantes neutrales es
una seleccion de SNPs e inserciones de dbSNP. La seleccion de SNPs se basa
en las frecuencias de la poblacion en Haplotype Map (HapMap), lo cual significa

qgue la variante ha de encontrarse en al menos un 10% de la poblacion. Este
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procedimiento de filtrado asegura que las variantes raras que podrian
potencialmente causar enfermedades sean excluidas. Los datos de variantes
asociadas a enfermedad se han obtenido a partir de Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM), Human Gene Mutation Database (HGMD) y de la literatura.

Las caracteristicas que han sido incluidas por el clasificador son: la conservacion
filogenética del lugar afectado, cambios en el sitio de splicing, perdida en las
caracteristicas de la proteina, cambios en el RNAm asi como en el tamafio de la
proteina. Se introdujo en el programa informatico la secuencia en formato FASTA,
y a continuacion, el cambio a estudiar, Mutation Taster clasifica a la variante como
polimorfismo o como patogénica, basandose en la probabilidad de patogenicidad.
Si la probabilidad esta por debajo de 0,05 es clasificada como polimorfismo, si por
el contrario esta por encima se clasifica como patogénica. Ademas da un valor (p)

gue refleja la seguridad de la prediccién.

4.2.5.2 Métodos de analisis de conservacion

El algoritmo SIFT (http://sift.jcvi.org/) es una herramienta que clasifica las
sustituciones de amino&cidos en una proteina dada y predice si estos cambios
provocaran un efecto fenotipico en la misma. SIFT se basa en la premisa de que
los aminoacidos importantes de una proteina estan conservados en la evolucion,
por lo que cambios en los mismos deben afectar a la funcionalidad de la proteina.
Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge proteinas relacionadas y obtiene
un alineamiento mdultiple de estas con la proteina a analizar, y basandose en los
aminodacidos presentes en cada posicién del alineamiento realiza una predicciéon
de las sustituciones que afectaran a la funcion de la proteina. Las sustituciones en
una posicidn conservada en el alineamiento seran consideradas como “no
tolerables” para la mayoria de los cambios, mientras que las posiciones que no

estan conservadas en el alineamiento toleraran mejor los cambios de aminoéacido.
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Se introduce la secuencia a analizar en formato FASTA y el programa primero

busca secuencias similares a la introducida por nosotros, después escoge

secuencias estrechamente relacionadas que puedan tener una funcién similar a la

nuestra, y luego obtiene el alineamiento de las secuencias escogidas. Por ultimo,

calcula las probabilidades normalizadas para todas las posibles sustituciones del

alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion menor de 0,05 seran

clasificadas como deletéreas, y las de puntuacion mayor o igual a 0,05 seran

tolerables o neutrales.

Tras la busqueda exhaustiva en todas estas bases de datos, clasificamos las

variantes de la siguiente manera (ver algoritmo en Figura 1):

Variantes Patogénicas (VP): Agquellas variantes con informacion contrastada
de su patogenicidad en las distintas bases de datos.

Variantes Probablemente Patogénicas (VPP): Aquellas de nueva descripcion
que causan un codon de parada prematuro y truncamiento de la proteina o
aguellas que presentan una clara cosegregacion con la enfermedad y/o estan
ausentes en controles sanos 0 en una extensa cohorte de pacientes
(frecuencia en la poblacion <1%). Las nuevas variantes encontradas son
frecuentemente clasificadas como UVs debido a la falta de informacion sobre la
frecuencia de la variante en la poblacion general.

Variantes de Efecto Clinico Desconocido (UVs): Aguellas variantes en las que
se desconoce todavia su clasificacion por falta de estudios que lo corroboren y
ademas, que no cumplan los criterios de probabilidad de no patogenicidad
propuestos.

Variantes Probablemente No Patogénicas (VPNP): Aquellas variantes que han
sido descritas previamente, presentan una frecuencia en la poblacion <1% y
que se consideran neutras desde el punto de vista de los métodos de

prediccion de patogenicidad.
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e Variantes No Patogénicas o Polimorfismo (VNP): Son aquellas en las que la

frecuencia en la poblacién general es >1% y no presentan ninguna sospecha

de patogenicidad.*”

Figura 6. Algoritmo usado para la interpretacion de las variantes detectadas

en este estudio.
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Fuente. Morrone A, Caciotti A, Atwood R, Davidson K, Du C, Francis-Lyon P, et al. Morquio a
syndrome-associated mutations: A review of alterations in the GALNS gene and a new locus-
specific database. Hum Mutat. 2014;35(11):1271-9. Modificado de LMM: Laboratory for Molecular
Medicine y LSDBs: Locus Specific Databases, bases de datos.
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4.2.6 Célculo de frecuencias génicas y alélicas

Todos los Exomas registrados y pertenecientes al big data del Instituto de
Genética Médica — GENOMICS (Cali), un total de 100 pacientes, se les buscé
mutaciones en el gen GALNS; cada una de las variantes encontradas se tabulo
segun su posicién, cambio de nucledtido, cambio de aminoacido, significado

clinico, frecuencia génica, frecuencia alélica y referencia en NCBI.

La frecuencia génica se calcul6 dividiendo el numero de alelos totales encontrados
para cada variante sobre el niUmero total de pacientes evaluados. Por su parte, la
frecuencia alélica para las variantes reportadas, se tomaron segun los datos
existentes en el Clinvar y EXAC, y para aquellas variantes no reportadas se usoé la

ecuacion:

p2+2pg+qg?, donde:
p2 = alelos en individuos homocigotos con un polimorfismo n
2pq = frecuencia predicha para heterocigotos

o2 = alelos en individuos homocigotos con un polimorfismo m*?

Para el estudio de asociacion - diferencia entre frecuencias génicas de pacientes
con MPS IV A y los de no afectados, se utilizo la prueba de Fisher, el cual nos
permitira estudiar si existe asociacion entre las variables cualitativas, en un
nimero de eventos esperados.®. Se asumi6 el equilibro de Hardy-Weinberg para
las variantes no reportadas por que se trabajé con una poblacién sin hallazgos
clinicos sugestivos de MPS IVA , por lo tanto las variantes del gen GALNS son de

naturaleza neutra.

32.32 Hammer, @., Harper, D.AT & Ryan, P.D.. PAST: Paleontological statistics software package for
education and data analysis. Palaeontologia Electronica 2001 (4)1. Revisado : 25 de junio 2018 de:
https://www.techworld.com/download/office-business/past-314-3330821/

33.33 Amat. J. Test estadisticos para variables cualitativas. Test exacto de Fisher, chi-cuadrado de
Pearson, McNemar y Q-Cochran. 2016. Revisado : 25 de junio 2018 de:
https://github.com/JoaquinAmatRodrigo/Estadistica-con-R.
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4.2.7 Red interaccion proteinas - moléculas pequefias

Se realiz6 la red de interaccion para el gen GALNS con proteinas asociadas y con
moléculas pequefias. Para lo cual se utilizo el software STITCH 5
(http://stitch.embl.de/). (“Search Tool for Interacting Chemicals”).**

La red se realizO teniendo en cuenta solamente la evidencia encontrada de
experimentos, bases de datos proceso bioldgico, funcién molecular, ruta o dominio
de la proteina que se veia alterada y co-expresion con un nivel de confianza de
0.900, utilizado este valor por que representa graficamente la expresion del

fendmeno y no de las exclusiones.

34.34 STITCH 5 (http://stitch.embl.de/). (Search Tool for Interacting Chemicals).
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5. RESULTADOS

Se incluyeron 16 pacientes con diagndstico clinico, enzimatico y molecular de
Sindrome de Morquio A del Suroccidente Colombiano, 9 de ellos (56,2%),

pertenecen al género femenino, con rango de edad entre 2 y 58 afios.

El total de los pacientes presentaron actividad enzimatica de la enzima
Galactosamina 6 sulfato sulfatasa alterada con un promedio de 0,04 pumol/l/h

donde el valor de referencia de normalidad del laboratorio es = 5,3 pmol/l/h.

Tabla 2. Niveles enziméticos de galactosamina 6 sulfato sulfatasa en

leucocitos encontrados.

Actividad
Cédigo Enzimética
GAGS pumol/l/h
1 0,09
2 0,02
3 0,05
4 0,03
5 0,05
6 0,07
7 0,03
8 0,10
9 0,02
10 0,03
11 0.05
12 0,03
13 0,11
14 0,00
15 0,00
16 0,00
MEDIA 0,04 pmol/l/h
(0.00-5.3)
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Variantes detectadas en el gen GALNS de Pacientes con diagndstico
molecular de MPS IVA

Se diagnosticaron molecularmente 16 pacientes con las siguientes variantes:

A. NM_000512.4(GALNS):c.1156C>T (p.Arg386Cys)
En el exon 11, 5 reportes de mutacion missense homocigota del gen GALNS

€.1156C>T p.R386C y 4 pacientes en forma heterocigota.

Los pacientes homocigotos para R386C se han reportado como fenotipo severo
de MPS IVA.* Esta variante se encuentra dentro del sitio activo de la enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa.’ R386C es la variante GALNS maés frecuente que
se ha informado sobre el 8,9% de los alelos mutantes.™

Esta variante fué reportada como causante de enfermedad por Tomatsu et al, en
1992, con dbSNP: rs118204437, perfilada en The European Bioinformatics
Institute (EMBL-EBI) gracias a multiples observaciones y correlaciones geno-

fenotipicas.

También en el dltimo reporte en ClinVar en Abril 13 del 2017 fue reportada como

patogénica.

B. NM_000512.4(GALNS):c.901G>T (p.Gly301Cys)

Ocho pacientes presentaron la variante missense ¢.901G>T p.G301C en el ex6n 9
reportada por Kato Z. et al, 1997. (35) con rs118204443 considerado patogénico
en el Clin Var, multiples observaciones y correlaciones geno-fenotipo segun The
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI). Cinco pacientes presentaron la
mutacion de forma heterocigota. Ultimo reporte en ClinVar como patogénica en
Abril 20 del 2016.
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e Enelexdn 9, se reportd en un paciente una mutacién nonsense heterocigota
c.974G>A p.W325* HGMD CM105265.%°

e En el exdn 3, una mutacion heterocigota ¢.280C>T p.R94C variante missense
reportada por Ogawa et al, 1995. En pub med PMID: 7795586.%°

e El exon 13 se encontrd6 en un paciente con una variante cl431G>A
heterocigota que resulta en el codon GAG/GAA y en la proteina como una
mutacion silenciosa pues la expresion de p.E447E, no afectan la estructura, ni

el largo de la proteina, por lo cual no se asume como patolégica.

e Dos hermanos de género masculino presentaron la forma heterocigota en el
Ex09 ¢.998G>A p.G333D reportada previamente Tapiero et al, Colombia
2016;con un valor de prediccién Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/) donde se reporta como causante de patologia,
polyphen PROBABLY DAMAGING with a score of 0.982 (sensitivity: 0.75;
specificity: 0.96), SIFT reportada deletérea.®’

e Una paciente de género femenino de 2 afios de edad, presentd de forma
heterocigota una mutacién de tipo missense en el exon 5 ¢.425A>T p.H142L la
cual no habia sido previamente reportada, esta variante se encuentra en un
area nucleotidos y aminoacidos, altamente conservada con diferencias

fisicoquimicas moderadas entre los aminoacidos histidina y leucina.

35.35 Wang Z, Zhang W, Wang Y, et al. Mucopolysaccharidosis IVA mutations in Chinese patients: 16
novel mutations. J Hum Genet. 2010;55(8):534-540.

36.36 Ogawa T, Tomatsu S, Fukuda S, et al. Mucopolysaccharidosis IVA: screening and identification of
mutations of the N-acetyl galactosamine-6-sulfate sulfatase gene. Hum Mol Genet. 1995;4:341-349.

37.37 Tapiero-Rodriguez SM, Acosta Guio JC, Porras-Hurtado GL, et al. Determination of genotypic and
clinical characteristics of Colombian patients with mucopolysaccharidosis IVA. The Application of Clinical
Genetics. 2018;11:45-57.
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Esta mutacion se ingreso6 al sistema de prediccion de proteinas Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/) en donde resulta como causante de enfermedad
con un 0,999 de probabilidad y en Polyphen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/
reporto en el ex6n 5 c.425A>T p.H142Len, donde se prevé como causante de
dafio con un score de 1,0, donde un valor cercano a 1 nos indica dafo de la
proteina, la cual fue publicada por nuestro grupo de trabajo en el Journal of Inborn

Errors of Metabolism and Screening:

“‘Novel mutation on GALNS gene registered in a Morquio Syndrome patient from
Colombia” JM Satizabal-Soto, A Sanchez-Gomez, LJ Moreno-Giraldo.,A, Escudero
Rodriguez. DOI:10.1177/2326409816653634. Julio 2016.%8

Los datos fueron presentados, y el trabajo estuvo nominado al Premio Nacional -
Area Ciencias Gendémicas en el marco del 51 Congreso Nacional de Ciencias
Biolégicas Armenia, 18 de Octubre del 2016- Titulo del trabajo: Caracterizacion
Antropometrica, Metabodlica y Molecular de Pacientes con Mucopolisacaridosis
Tipo-IVA (Enfermedad Morquio Tipo A) en el Suroccidente Colombiano, vy

publicado en los restimenes del evento.*

38.38 Satizabal-Soto JM, Sanchez-Gomez S, Moreno-Giraldo LA, Escudero Rodriguez A. Novel mutation
on GALNS gene registered in a Morquio Syndrome patient from Colombia.Journal of Inborn Errors of
Metabolism and Screening: DOI:10.1177/2326409816653634. Julio 2016.

39.39 Satizabal-Soto JM, Sanchez-Gomez A, Moreno-Giraldo LJ, Escudero Rodriguez A. Caracterizacion
Antropomeétrica, Metabdlica y Molecular de Pacientes con Mucopolisacaridosis Tipo-IVA (Enfermedad
Morquio Tipo A) en el Suroccidente Colombiano, Resumenes 51 Congreso Nacional de Ciencias
Bioldgicas. Area Ciencias Gendmicas. Armenia, 18 de Octubre del 2016
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Tabla 3. Variantes del gen GALNS encontradas en 16 pacientes por cada

nucleétido.
Variantes # pacientes con
variantes por
nucleétido
1 C.1156C>T 9
2 \ C.1431G>A ‘ 1
3 C.692C>G 1
4 \ C.901G>T ‘ 8
5 C.974G>A 1
6 \ C.280C>T ‘ 3
7 C.425 A>T 1
8 \ C.491 A>C ‘ 1
9 C.998G>A 2

El analisis molecular permiti6 detectar mutaciones en el gen GALNS con lo cual
se puede confirmar el diagnostico de Morquio A, realizar predicciones genotipo-
fenotipo, consejeria genética y verificacion de estado de portadores en los
familiares. Los resultados detallados de cada paciente con su frecuencia génica y

alélica (Referencia NCBI ) se reportan en la Tabla 4.

Las variantes en el gen GALNS encontradas en los 16 pacientes con diagndstico
de MPS IVA del Suroccidente Colombiano se les calculé sus respectivas

frecuencias génicas Y alélicas, las cuales se describen en la Tabla 5.

Tabla 4. Variantes en el gen GALNS encontradas en los 16 pacientes con
diagnostico de MPS IVA del Suroccidente Colombiano con sus frecuencias
génicas y alélicas. Frecuencias alélicas reportadas por NCBI.

Gen Cambio de Frecuencia génica Frecuencia alélica Referencia NCBI
Nucledtido

GALNS C.1156C>T 0.56 0.00007 rs118204437
GALNS C.1431G>A 0.06 0.48292 rs2303271
GALNS C.692C>G 0.06 0.05164 rs34745339
GALNS C.901G>T 0.5 0.00011 rs118204443
GALNS C.974G>A 0.06 0.031

GALNS C.280C>T 0.18 0.18

GALNS C.425 A>T 0.06 0.031

GALNS C.491 A>C 0.06 0.031

GALNS C.998G>A 0.125 0.125
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Los resultados exémicos de los 100 pacientes con patologias distintas a MPS V-
A, pertenecientes a la base de Datos del Instituto de Genética Médica —
GENOMICS (Cali), se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5. Numero total de variantes del gen GALNS encontradas en 100
pacientes con patologias distintas a MPS IV-A, con su respectiva valoracion
de acuerdo al significado clinico.

Total de variantes Significado Clinico NuUmero de variantes
encontradas encontradas segun su
significado clinico
Benigno 41
108 [ Patogénico | 2
Efecto Clinico Desconocido 2
[ NA | 63
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En La tabla 6 se describen las caracteristicas de las variantes del gen GALNS encontradas en pacientes con

diagndsticos de patologias diferentes a Morquio A y calculo de sus frecuencias génicas y alélicas (Referencia NCBI),

y en la tabla 7 la correlacion entre las variables de pacientes con diagnoéstico de MPS IV A y en los 100 pacientes

con diagnastico clinico no sugestivo de MPS IV A

Tabla 6. Variantes en el gen GALNS encontradas en 100 pacientes con diagnostico de patologias diferentes
a Morquio A, del Suroccidente Colombiano con sus respectivas caracteristicas: posicién, cambio de
nucleoétido, cambio de aminoacido, significado clinico frecuencias génicas, alélicas, referencia NCBI.

Gen Posicion Cambio de | Cambio de A.A | Significado clinico | Frecuencia | Frecuencia Referencia
Nucleétido génica alélica NCBI
GALNS | 16:88884466 C.1431G>A | p.E447E Benigno 0.61 0.48292 rs2303271
GALNS | 16:88902199 C.692C>G p.A231G Benigno 0.12 0.05164 rs34745339
GALNS | 16:88898507 C.901G>T p.G301C Patogénica 0.01 0.00011 rs118204443
GALNS | 16:88824853 C.1156C>T | p.R386C Patogénica 0.01 0.00007 rs118204437
GALNS | 16: 88909118 | C.240G>A p.Ser80= Benigno 0.01 0.00544 rs11865929
GALNS | 16: 88902183 | C.708C>T p.His236= Benigno 0.43 0.27636 rs1064315
GALNS | 16: 88908306 | C.318C>T p.Asn106= Significado incierto | 0.04 0.02177 rs34278797
GALNS | 16: 88891240 | C.1177G>T | p.Ala393Ser Benigno 0.13 0.06226 rs2303269
GALNS | 16: 88901673 | C.846C>T p.Phe282= Benigno 0.12 0.06169 rs35232749
GALNS | 16: 88904086 | C.510T>C p.Tyrl70= Benigno 0.12 0.04558 rs3743544
GALNS | 16: 88877983 | C.162C>T p.His54= Significado incierto | 0.02 0.00582 rs145490332
GALNS | 16: 88902643 | C.599C>T p. Thr200Met Benigno 0.04 0.01393 rs7187889
GALNS | 16: 88909159 | C.199C>A p. Leu67Met Benigno 0.07 0.03154 rs11862754
GALNS | 16: 88878055 | C.90 G>T p. Ser 30 = Benigno 0.01 0.00549 rs8191472
GALNS | 16: 88889083 | C.1278G>T | p. Gly 426= Benigno 0.01 0.00348 rs76651187
GALNS | 16: 88884459 | C.1438G>T | p.Val480Phe Benigno 0.01 0.00286 rs151296605
GALNS | 16: 88884484 | C. 1413 C>T | P.Val471= Benigno 0.01 0.00585 rs73251084
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Continuacién Tabla 6. Variantes en el gen GALNS encontradas en 100 pacientes con diagnostico de
patologias diferentes a Morquio A, del Suroccidente Colombiano con sus respectivas caracteristicas:

posicion, cambio de nucleétido, cambio de aminoéacido, significado clinico frecuencias génicas, alélicas,

referencia NCBI.
GALNS | 16: 88878048 | C.97C>T p.Leu33 Benigno 0.01 0.03530 rs8191473
GALNS | 16: 88884521 | C.1376C>T p.Ala459Val | Benigno 0.01 0.01873 rs114703967
GALNS | 16:88926089 | C>T p.Asn75Asn | Benigno 0.06 0.02505 rs71395334
GALNS | 16: 88926412 | C. C>G p. Leul36Val | Benigno 0.03 0.006231 rs57613275
GALNS | 16: 88926432 | C. G>A p.Leuld42Leu | Benigno 0.02 0.001252 rs140418381
GALNS | 16: 88925989 | C. A>G p.His32Arg Benigno 0.07 0.04573 rs3784873
GALNS | 16: 88926466 | C. A>G p.Asnl154Asp | benigno 0.01 0.002024 rs144257072
GALNS | 16: 88927314 | C.C>T p.Leul30Phe | NA 0.01 0.0002395 rs187998146
GALNS | 16: 88926572 | C. C>T p.Prol89Leu | NA 0.01 0.0001587 rs148834643
GALNS | 16: 88926633 | C. C>T p.Ser209Ser | Benigno 0.01 0.0001821 rs151017059
GALNS | 16: 88925112 | C. A>G p.Met= NA 0.01 0.002540 rs114835271
GALNS | 16: 88922603 | C. G>A p. Pro76Leu Benigno 0.02 0.01184 rs79278921
GALNS | 16:88923669 | C.T>C p.Ala37Ala Benigno 0.01 0.04112 rs78088348
GALNS | 16: 88927312 | C.C>T p.Serl29Phe | Benigno 0.02 0.01016 rs111674366
GALNS | 16: 88880811 | C.36G>A Benigno 0.41 0.25491 rs11076715
GALNS | 16: 88880965 | C.1483-32G>C Benigno 0.39 0.21714 rs11076716
GALNS | 16: 88902276 | C.634-19G>A Benigno 0.43 0.26430 rs12934499
GALNS | 16: 88909095 | C.244+19C>T Benigno 0.14 0.15514 rs35137494
GALNS | 16: 88921634 | C>G Benigno 0.48 0.2676 rs34150867
GALNS | 16: 88875928 | C.*178 A>G Benigno 0.18 0.20583 rs4695
GALNS | 16: 88923377 | C.-92T>C Benigno 0.03 0.05330 rs116702472
GALNS | 16: 88878357 | C—-50 C>A Benigno 0.07 0.10325 rs8191469
GALNS | 16: 88901579 | C.898+42G>C Benigno 0.11 0.07516 rs76095307
GALNS | 16: 88901596 | C.898+25C>G Benigno 0.11 0.08549 rs113936280
GALNS | 16: 88902111 | C.758+22C>T Benigno 0.10 0.05170 rs78317153
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Continuacion Tabla 6. Variantes en el gen GALNS encontradas en 100 pacientes con diagnostico de
patologias diferentes a Morquio A, del Suroccidente Colombiano con sus respectivas caracteristicas:

posicion, cambio de nucledtido, cambio de aminoacido, significado clinico frecuencias génicas,

referencia NCBI.

alélicas,

GALNS | 16: 88907516 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88909161 C.C>T NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88928068 C. A>G NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88922698 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923058 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923391 C.C>A NA 0.09 0.09 No reportado
GALNS | 16: 88923068 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88926708 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88876302 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88908418 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923365 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923120 C.T>G NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923667 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88877006 C.T>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88877890 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923105 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923121 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88878064 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88878181 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88909081 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88878051 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88904019 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88893125 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88923664 C.T>C NA 0.01 0.01 No reportado
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GALNS | 16: 88926388 C.C>T NA 0.01 0.0943 rs28444630
GALNS | 16: 88903999 C.C>T NA 0.01 0.00005052 | rs182345470
GALNS | 16: 88909494 C.T>G NA 0.01 0.0008890 rs111726280
GALNS | 16: 88877884 C.C>A NA 0.01 0.007563 rs74324361
GALNS | 16: 88876593 C.G>A NA 0.01 0.003748 rs8191493
GALNS | 16:88901594 C.C>T NA 0.01 0.002232 rs188790359
GALNS | 16: 88922630 C.T>C NA 0.01 0.01890 rs3784878
GALNS | 16: 88922635 C. A>G NA 0.01 0.01955 rs3784877
GALNS | 16: 88891146 C.C>T NA 0.01 0.001795 rs115524203
GALNS | 16: 88876794 C.G>A NA 0.02 0.02 No reportado
GALNS | 16: 88931914 C.T>C NA 0.06 0.06 No reportado
GALNS | 16: 88923120 C.T>G NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88904210 C.C>A NA 0.02 0.02. No reportado
GALNS | 16: 88888955 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88909446 C.C>T NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88904222 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16: 88904220 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88902277 C.634-20C>T Benigno 0.22 0.09768 rs17603837
GALNS | 16:88904020 C.556+10C>T Benigno 0.01 0.00482 rs77514811
GALNS | 16:88909065 C.244+49C>T Benigno 0.03 0.00543 rs13334220
GALNS | 16:8876103 C.*3A>G Benigno 0.03 0.01741 rs2070256
GALNS | 16:88923353 C.-68C>T Benigno 0.01 0.1200 rs144789309
GALNS | 16:88893288 C.1003-42C>T Benigno 0.01 0.03542 rs139088253
GALNS | 16:88909086 C.T>C NA 0.01 0.00003 rs202214494
GALNS | 16:88891139 C.G>A NA 0.13 0.06234 rs116993143
GALNS | 16:88876596 C.G>A NA 0.02 0.002111 rs116389635
GALNS | 16:88877004 C.A>G NA 0.03 0.02181 rs8191487
GALNS | 16:88893295 C.T>C NA 0.02 0.002396 rs114113199
GALNS | 16:88909445 C.T>C NA 0.04 0.009087 rs28493584
GALNS | 16:88926388 C.C>T NA 0.07 0.0943 rs28444630
GALNS | 16:88889163 C.C>T NA 0.06 0.008072 rs79025743
GALNS | 16:88922915 C.C>A NA, 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88878189 C.C>A NA~ 0.01 0.01 No reportado




GALNS | 16:88893095 C.A>T NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88922845 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88926725 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88923059 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88928119 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88923505 C.C>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88923110 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado
GALNS | 16:88876305 C.G>A NA 0.01 0.01 No reportado

Tabla 7. Correlacion Variables encontradas del Gen GALNS en 16 pacientes con Diagndstico de MPS IVA 'y
en 100 pacientes con diagnoésticos diferentes a la MPS IVA.

Variante # pacientes con # pacientes con diagnéstico Significado
diagnéstico de MPS DIFERENTE de MPS IVA Variante
IVA con variantes por nucleétido
con variantes por
nucleotido
C.1431G>A 1 61 BENIGNA
C.692C>G |1 | 12 | BENIGNA
C.1156C>T 9 1 PATOGENICA
C.901G>T |8 1 | PATOGENICA
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Tabla 8. Variantes del gen GALNS encontrada en 16 con pacientes MPS IV A del Suroccidente Colombiano
con su respectivo locus, cambio de nucleétido, cambio de A.A, actividad enzimética, resultados de usos de

herramientas de prediccion de variantes, Significancia Clinica, tipo de mutacion.

No | Locus Cambio de Nucleotido | Cambio |Actividad POLYPHEN | MUTATION | SIFT ClinVar Tipo de
— Ref. Bibliogréfica de A A |enzimética |2 TASTER Mutacion
€.1156C>T (homo) Pathogenic/ | Missense

1 |Exl11 (Ogawa, 1995) p.R386C | 0,3 ymol/l/h Deletérea |Likely variant

0.999 0,999 pathogenic
€.974G>A (het) Deletérea |NR Non sense
Ex09 (Wang, 2010) p.W325*
0,999 0,999
2 €.280C>T (het) 0.7 pmol/ifh Deletérea |NR Missense
Ex03 (Ogawa, 1995) p.R94C variant
1,000 0,999
Deletérea |Pathogenic/ | Missense
Ex11 ?Ol 1;V€§>1ng(;§t) p.R386C Likely variant
gawa, 0.999 0,999 pathogenic
3 ¢.901G>T (het) 0,4 umol/l/h Deletérea |Pathogenic Mis_sert'1se
Ex09 | (Bunge, 1997) p.G301C vanan
0,999 0.999
€.901G>T (homo) Deletérea |Pathogenic | Missense
4 |Ex09 (Bunge, 1997) p.G301C | 0,3 ymol/l/h variant
0,999 0.999
Deletérea |Pathogenic/ | Missense
Ex11 ¢.1156C>T (het) p.R386C Likely variant
(Ogawa, 1995) 0.999 0,999 thogeni
5 0,3 pmol/llh == ' . pathogenic |
€.901G>T (het) ’ Deletérea |Pathogenic | Missense
Ex09 (Bunge, 1997) p.G301C variant
0,999 0.999
€.901G>T (het) Deletérea |Pathogenic | Missense
Ex09 (Bunge, 1997) p.G301C variant
6 0,999 0.999
0,3 pymol/l/h Pathogenic/
Exia | G-1196C>T (het) p.R386C 0.999 0,999 Likely Missense
( Ogawa, 1995) Deleté . .
eletérea |pathogenic |variant
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Continuacién Tabla 8. Variantes del gen GALNS encontrada en 16 con pacientes MPS IV A del Suroccidente
Colombiano con su respectivo locus, cambio de nucleotido, cambio de A.A, actividad enzimatica, resultados

de usos de herramientas de prediccién de variantes, Significancia Clinica, tipo de mutacion.

No | Locus Cambio de Nucledtido —| Cambio | Actividad POLYPHEN | MUTATION |SIFT Clinvar Tipo de
Ref. Bibliogréafica de AA enzimatica |2 TASTER Mutacién
€.901G>T (het) Deletérea |Pathogenic | Missense

Ex09 (Bunge, 1997) p.G301C variant
0,999 0.999
Deletérea |Pathogenic/ | Missense
7 0,3 umol/i/h L;ktf]'g i |2
Ex11 | C-L156C>T (het) R386C pathog
( Ogawa, 1995) P
0.999 0,999
Pathogenic/ | Missense
8 |Ex11 ?élisv§>1ég§)m 0) p.R386C | 0,5 ymol/l/h Deletérea |Likely variant
9 ' pathogenic
0.999 0,999
Deletérea |Pathogenic/ | Missense
€.1156C>T (homo) Likely variant
9 |Exl11 ( Ogawa, 1995) p.R386C | 0,9 uymol/l/h pathogenic
0.999 0,999
Deletérea |Pathogenic/ | Missense
€.1156C>T (homo) Likely variant

10 |Ex11 (Ogawa, 1995) p.R386C | 0,3 ymol/l/h pathogenic

0.999 0,999
Deletérea |Pathogenic/ | Missense
€.1156C>T (homo) Likely variant

11 |Ex11 ( Ogawa, 1995) p.R386C | 0,3 umol/l/h pathogenic

0.999 0,999
c.425A>T (het) Deletérea |Pathogenic |Missense
Ex05 (Satizabal, et al, 2016) p.H142L variant
0,999 0,999
12 €.901G>T (het) 0.3 pmol/i/h Deletérea |Pathogenic | Missense
Ex09 (Bunge, 1997) p.G301C variant
0,999 0.999
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Continuacién Tabla 8. Variantes del gen GALNS encontrada en 16 con pacientes MPS IV A del Suroccidente
Colombiano con su respectivo locus, cambio de nucleotido, cambio de A.A, actividad enzimética, resultados
de usos de herramientas de prediccién de variantes, Significancia Clinica, tipo de mutacion.

Cambio de Cambio | Actividad SIFT Clinvar Tipo de
No Locus |Nucledtido - Ref. de AA enzimatica POLYPHEN | MUTATION Mutacién
Bibliogréfica ' 2 TASTER
€.901G>T (hom) 011 Deletérea |Pathogenic | Missense
Ex09 (Bunge, 1997) p.G301C | h variant
13 Hmo 0,999 0.999
€.491A>C (het) Deletérea | Pathogenic | Missense
Ex 05 |(Tomatsu,2004 p.Al64T variant
0.982 0.999
14 €.901G>T (hom) 0.0 pmol/i/h Deletérea | Pathogenic | Missense
Ex09 (Bunge, 1997) p.G301C variant
0,999 0.999
€.280C>T (het) Deletérea |Pathogenic | Missense
Ex03 (Ogawa, 1995) p.R94C variant
1,000 0,999
€.692C>T (het) - Bening Missense
Ex07 (Benign, 2017) p.A231G variant
0,629 -
€.998G>A (het) Deletérea |Pathogenic | Missense
15 Ex09 (Tapiero, et al 2016) |p.G333D 0.0 pmol/i/h variant
0.982 0.999
- Bening -
Ex13 c1431G>A(het) ( Afio 2017)
(Benign, 2017) p.E447E
€.280C>T
Ex03 (Ogawa, 1995) p.R94C
1,000 0,999
16 0.0 pmol/l/h Missense
Ex09 ?‘i’i\g?fr‘;Aeih;t)zom) p.G333D Deletérea | Pathogenic |variant
PIEro, 0.982 0.999
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5.2 INTERACCION DE VARIANTE PATOGENICA CON PROTEINAS
ASOCIADAS

En la red se observan las interacciones entre la proteina GALNS (nodo de color
rojo) con algunas proteinas asociadas, y con pequefias moléculas. Figura 7.

Las lineas verdes indican interaccion entre una molécula quimica y una proteina,
lineas rojas indican interaccion entre dos moléculas quimicas, lineas grises la

interaccion proteina-proteina.

Es importante tener en cuenta los estudios realizados para las interacciones de
proteinas, como aquellos llevados a cabo por Wang et al.*> Donde describieron
un paciente checo con sindrome de Morquio y deficiencia de adenina
fosforribosiltransferasa (APRT)) concluyendo que GALNS y APRT se transcriben
en la misma orientacion (centromérico a telomérico), y que la deficiencia
combinada de APRT / GALNS puede ser mas comun de lo que se ha observado
hasta ahora.

40.40 Wang, L., Ou, X., Sebesta, I., Vondrak, K., Krijt, J., Elleder, M., Poupetova, H., Ledvinova, J., Zeman,
J., Simmonds, H. A., Tischfield, J. A., Sahota, A. Combined adenine phosphoribosyltransferase and N-
acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase deficiency. Molec. Genet. Metab. 68: 78-85, 1999.
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Figura 7. Red de Interaccion del gen GALNS con otras moléculas — proteinas.

-

Fuente. ** STITCH 5 (http:/stitch.embl.de/). (Search Tool for Interacting Chemicals).

41.41  Stitch 5 (http://stitch.embl.de/). (Search Tool for Interacting Chemicals).
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5.3 ANALISIS ESTADISTICO DE FISHER

Frecuencia Génica 100 pacientes con patologias distintas a MPS IV-A vs paciente
con MPS IV-A

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square  F p (same)
Between groups: 0,0231125 1 0,0231125 02938 0,6061
Within groups: 0468775 6 00781292 Permutation p (n=99999)
Total: 0491832 7 07157

Ho: No existe diferencia significativa en las frecuencias génicas de pacientes con
MPS IV-A y pacientes que no padecen la enfermedad.

Ha: Existe diferencia significativa en las frecuencias génicas de pacientes con
MPS IV-A y pacientes que no padecen la enfermedad.

La prueba exacta de Fisher produce un valor p de 0.6061 y F de 0.2958. Puesto
que este valor p es mayor que los niveles comunes de significancia (a)
establecidos convencionalmente de 0.05, no se permite rechazar la hipotesis
nula. Lo anterior indica que, aunque aparentemente por los datos suministrados
en este trabajo, podria existir una diferencia entre las frecuencias génicas de los
pacientes control y los pacientes con MPS IV-A, estadisticamente se observa que
no hay evidencia suficiente que permita indicar que las frecuencias génicas de
pacientes con la enfermedad son diferentes de aquellos con diagndstico de
patologias diferentes a Morquio A.

Este resultado permite plantear que en términos de proporcion, a pesar de que los
pacientes diagnosticados con la enfermedad, tienen valores mucho mas robustos
de frecuencia génica en sus variantes, indicando la presencia de la patologia,
estas variantes también encontradas en aquellos que no han sido diagnosticados
hasta el momento con la enfermedad, en proporciéon con el total de pacientes
evaluados (100) se distribuye de manera homogénea , sin asociarse con un
diagnostico positivo 0 no para la enfermedad, explicando de esta manera la
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similitud entre variantes presentes en afectados y los no diagnosticados de MPS
IVA .

Al hacer una comparacién de las frecuencias génicas obtenidas en este trabajo,
con las reportadas para Colombia, se encontr6 que hasta el momento, la
informacion acerca de las frecuencia génicas de ésta enfermedad continua siendo
escasa. Trabajos realizados por Barrera et al en el 2009 reportaron la prevalencia
de la MPS IV-A en Colombia, sin embargo no precisaron los valores de
frecuencias obtenidas, por lo que no es posible tener un referente de frecuencias
génicas para el pais antes de la realizacién de este trabajo.
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6. DISCUSION

En 16 pacientes diagnosticados enzimatica y molecularmente con MPS IV-A del
Suroccidente Colombiano, se encontraron 9 variantes para el gen GALNS; estas
variantes se registraron en el rango de las mas frecuentemente encontradas en
toda poblacion mundial. Se obtuvieron 2 variantes benignas (C.1431G>A y
C.692C>G) y 7 patogénicas; por su parte, en el grupo de los pacientes sin MPS,
se encontraron 108 variantes: 41 benignas, 2 de significado clinico patogénico, 2
VOUS, y 63 no reportado su efecto poblacional, lo cual implica resaltar la
importancia de su estudio, clasificacion y efecto en la funcionalidad de la proteina

y su expresion poblacional.

En contraste con las referencias previas de reporte de variantes del gen GALNS,
se encontr6 que la variante ¢.1156C>G, p.Arg386Cys, se reporta en 9 de los 16
pacientes lo que equivale a un 56,2%, lo cual est4 por encima del porcentaje
reportado en nifios colombianos segun reporte en la literatura.*® seguido en
frecuencia por las mutaciones C.901G>T y C.280C>T con el 50% y 18% de los

alelos cada una.

La variante ¢.901G>T p.G301C se reporta en la literatura con un 36% de los alelos
registrados en pacientes colombianos*® lo cual esta por debajo de lo encontrado
en el presente trabajo, donde 8 pacientes (50%), presentan ésta variante. No se
encontraron pacientes con la variante p.llel113Phe, lo cual est4 de acuerdo con la

literatura que sugiere una distribucién mas europea de esta variante.

Tres mutaciones de tipo missense o cambio de sentido se han descrito como las
mas frecuentes en la poblacion mundial: C.1156C>T (p.R386C), C.901G>T
(p.G301C) vy c¢.337A>T (p.1113F), pero debido a la gran heterogeneidad alélica

descrita, estas mutaciones corresponden solo al 20% de todos los alelos
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analizados; dos de estas mutaciones se encontraron en alta frecuencia en los
pacientes con MPS IV-A analizados en este estudio. Trabajos realizados por Kato
et al.®
mutaciones de tipo missense p.G301C, p.S162F y p.F69V (4); el 10.5% de la

poblacion analizada presentd la mutacion p.S162F y el 68,4% de los alelos

en 12 pacientes colombianos con MPS-1V, lograron identificar tres

analizados presentaron la mutacion p.G301C. Kato y colaboradores, reportaron
esta mutacion en su primer estudio molecular de pacientes colombianos,
demostrando que afecta severamente la actividad enzimatica al alterar el nudcleo
hidrofébico y modificar su plegamiento pero no su estructura secundaria.** En
nuestro estudio, esta mutacion se encontr6 en el 50% de los pacientes con
fenotipo severo y adicionalmente, esta alteracion se ha considerado como una
mutacion fundadora en la poblacion colombiana. Actualmente, también se ha
reportado en poblacion marroqui, portuguesa, francesa, brasilera y espafiola,

siendo en esta Ultima la méas frecuente (20%)%

No se encontraron las variantes p.Thr312Ser, p.Met391Val, p.Ala291Thr,
p.Ser287Leu, p.Met318Arg, p.Arg253Trp, lo cual confirma la poca o casi nula
distribucion de estas variantes en Latinoamérica (45-46). Se encontraron otras
variantes que aungue conocidas previamente en la literatura, no se habian
reportado en pacientes latinoamericanos tales como c.491A>C (het) p.Al64T,
€.692C>T (het) p.A231G, c.974G>A (het) p.W325*. Estas 3 variantes se

encontraron cada una en un paciente, respectivamente.

Se realiz6 una revision bibliografica de los alelos encontrados, con los reportes de

fenotipo previos y se encontr0 que 14 pacientes presentaban variantes

categorizadas como fenotipicamente severas.***3

42.42 Kato, Z., Fukuda, S., Tomatsu, S., Vega, H., Yasunaga, T., Yamagishi, A. Kondo, N.. A novel
common missense mutation G301C in the N-acetylgalactosamine-6- sulfate sulfatase gene in
mucopolysaccharidosis IVA. Human Genetics. 1997; 101(1), 97.

43.43 Lee NH, Cho SY, Maeng SH, et al. Clinical, radiologic, and genetic features of Korean patients with
mucopolysaccharidosis IVA. Korean J Pediatr. 2012;55(11):430-437.
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La variante C.425 A>T (p.H142L), encontrada en un 6% de los pacientes con MPS
IV-A evaluados en este estudio, segun estudios realizados por Tapiero et al, ha
relacionado con un fenotipo severo de la enfermedad;*® de la misma manera, la
variante C.974G>A (p.W325X) con una frecuencia genotipica en este estudio de
6%, se ha relacionado con un fenotipo severo de la enfermedad; segun estudios
de Tomatsu et al (2006) este cambio da como resultado un dominio defectuoso de
arilsulfatasa, causando la pérdida de algunos componentes N-terminales (la Ultima
hoja B y las ultimas dos a-hélices) y todos los componentes C-terminales (cuatro
hojas B y una a-hélice).’® La mutacién c.280C>T (p.R94C) encontrada en nuestro
estudio en un 18% de los pacientes afectados con MPS IV-A, fue reportada en dos

3,193 coincidiendo en

ocasiones por Cole et al. en 1996, y por Dung et al. en 201
que ésta se asocia con una expresion fenotipica severa de la enfermedad; asi
mismo, la mutacion ¢.998G>A (p.G333D) recientemente reportada, también se
asocié con un fenotipo severo de la enfermedad. Estudios realizados por Pachajoa
et al (2016) mostraron que los cambios de aminoacidos encontrados por la
presencia de estas mutaciones en la proteina podrian afectar tanto su estructura
tridimensional como su funcionamiento; encontrando para ambas mutaciones,
efectos negativos en relacion con la estabilidad de la proteina, accesibilidad a
solventes y polaridad, que los hacen marcadores de riesgo para la aparicion de
dicha enfermedad.®®*** Finalmente, la variante C.491 A>C (p.Asn164Thr)
encontrada en este andlisis en un 6% de los pacientes analizados, se ha
caracterizado por presentar una correlacion clinica incierta, puesto que diferentes
estudios la han encontrado en pacientes con fenotipo atenuado en el estado
heterocig6tico compuesto y también en pacientes con fenotipo grave.*® Esta
mutacién ha sido reportada en la literatura para fenotipos indeterminados “** 'y
genera un cambio en la proteina con una interrupcion en la superficie evitando la

formacién adecuada de enlaces de hidrogeno, especificamente en el dominio.*’

44.44 Lee NH, Cho SY, Maeng SH, et al. Clinical, radiologic, and genetic features of Korean patients with
mucopolysaccharidosis IVA. Korean J Pediatr. 2012;55(11):430-437.
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Una sola variante reportada en el exon 9 (c.974G>A (het)) de uno de los 16
pacientes con MPS IV-A genera un cambio de tript6fano a un codon de parada.

Esta variante sin sentido (nonsense) produce una proteina truncada.

En el grupo de los 100 pacientes sin diagnéstico de MPS, se encontraron 108
variantes del gen GALNS, la variante clasificada benigna C.1431G>A fue la mas
frecuente con un 61% de los alelos, seguido en frecuencia por las mutaciones
benignas C>G y C.708C>T con 48% y 43% respectivamente. Para este andlisis, la
mutacion patogénica C.1156C>T que en el caso de los 16 pacientes con MPS V-A
se presentd como la mas frecuente, en esta poblacion se registr6 en un (1.0%);

de la misma manera la variante patogénica C.901G>T.

Desde el punto de vista genotipico, la mitad de los pacientes (8) fueron

homocigotos, y el 50% restante tienen heterocigosidad compuesta.

Se encontraron 4 variantes comunes en las dos poblaciones: 2 benignas (C.1431
G>Ay C.692 C>G), y dos patogénicas (C.1156C>T y C.901 G>T).

Por otro lado, en cuanto al andlisis estadistico realizado a las frecuencias génicas
de los pacientes con MPS IV-A y los pacientes control, se obtuvo que no existe
una diferencia significativa entre ambos datos, lo que quiere decir que tanto los
pacientes diagnosticados con la enfermedad, como aquellos que no la padecen,
poseen en su informacién exonica variaciones en el gen que codifica para la
proteina GALNS, en una proporcion similar; la gran mayoria de las mutaciones
encontradas en los pacientes con MPS [V-A presentaron un significado clinico
patogenico, a diferencia de aquellos pacientes control en los que un gran
porcentaje de las variantes conocidas eran benignas, sin embargo, en términos
estadisticos la proporciéon de variantes tanto patdégenas como benignas son

posibles de encontrar en pacientes con o sin la enfermedad.
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En cuanto a los resultados obtenidos para la red de interaccion entre el gen
GALNS vy proteinas asociadas, se observaron médulos de interaccion entre el gen
GALNS vy varias proteinas — moléculas. El gen N-acetilgalactosamina-6-sulfato
sulfatasa (GALNS), responsable de la mucopolisacaridosis autosdmica recesiva
IVA (MPSIV-A), se ha asignado al brazo largo del cromosoma 16, subregién 24.3,
area donde el gen de adenina fosforribosiltransferasa (APRT) también esta
localizado.* Estudios realizados por Wang et al.*® donde describieron un paciente
checo con MPS IV-A y deficiencia de adenina fosforribosiltransferasa (APRT))
concluyeron que GALNS y APRT se transcriben en la misma orientacion
(centromérico a telomérico), y que la deficiencia combinada de APRT / GALNS
puede ser mas comin de lo que se ha observado hasta ahora,*® por lo que se
puede encontrar interaccion entre ambos. También se encontré una interaccion
entre el gen GALNS y el gen SPG7; este gen al igual que GALNS se localiza en el
cromosoma 16, especificamente en el sitio 16g24.3% y esta implicado en el
desarrollo de la paraplejia espastica, un conjunto de desérdenes
neurodegenerativos caracterizados por una dificultad insidiosa, progresiva, en
ocasiones severa, para la marcha.*” El gen SPG7 proporciona instrucciones para
producir una proteina llamada paraplejina, un miembro de la familia de proteinas
AAA. Esta familia de proteinas desempefia un papel en muchas actividades
celulares, incluida la regulacion de componentes celulares y proteinas. Ubicada
dentro de la membrana interna de los centros de células productoras de energia
(mitocondrias), la paraplejina es una de las proteinas que forman un complejo

llamado proteasa m-AAA. La proteasa m-AAA es responsable del ensamblaje de

45.45 Fukuda S, Tomatsu S, Masuno M, Ogawa T, Yamagishi A, Maruf Rezvi G et al
Mucopolysaccharidosis IVA: Submicroscopic deletion of 16g24.3 and a novel R386C mutation of
n-acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase gene in a classical Morquio disease. Human Mutation.
1996;7(2):123-134.

46.46 Wang, L., Ou, X., Sebesta, |., Vondrak, K., Krijt, J., Elleder, M., Poupetova, H., Ledvinova, J., Zeman,
J., Simmonds, H. A., Tischfield, J. A., Sahota, A. Combined adenine phosphoribosyltransferase and N-
acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase deficiency. Molec. Genet. Metab. 68: 78-85, 1999.

47.47 De Michele, G., De Fusco, M., Cavalcanti, F., Filla, A., Marconi, R., Volpe, G., Monticelli, A., Ballabio,
A., Casari, G., Cocozza, S. A new locus for autosomal recessive hereditary spastic paraplegia maps to
chromosome 16g24.3. Am. J. Hum. Genet. 1998; 63: 135-139
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los ribosomas (estructuras celulares que procesan las instrucciones genéticas de
la célula para crear proteinas) y la eliminacion de proteinas no funcionales en las

mitocondrias.*®

Al tratarse de una enfermedad heredo metabdlica multisistémica heterogénea y
progresiva, se requiere de un diagnostico precoz, tratamiento oportuno,
seguimiento y rehabilitacion continua que mejoren la calidad y expectativa de vida,
siendo los profesionales de la salud los encargados de identificar a tiempo estos
paciente a través de una adecuada y completa caracterizacion clinica — genotipica

requiriendo un manejo transdisciplinario integral.

El andlisis bioinformatico es una base para la farmacogenémica y proteGmica
permitiendo un acercamiento completo al comportamiento de esta enfermedad
catalogada dentro de la legislacion colombiana como una enfermedad huérfana de

alto costo y de especial interés en salud publica.

El conocimiento de las redes de expresion, la carga poblacional y presentacion de
variantes poblacionales, nos permite evaluar su frecuencia poblacional y posibles

impactos.

El andlisis molecular, gendmico y bioinformatico permiten detectar variantes en el
gen GALNS, predicciones genotipo-fenotipo, calculo de frecuencia poblacional,
verificacion de estado de portadores en los familiares, consejeria genética, y
pensar en un tratamiento orientado en el paciente, dirigido y personalizado con el

fin de reducir el impacto en la morbilidad y mortalidad atribuida.

48.48 Sanchez-Ferro,E. Espectro mutacional de los genes ATL1, SPAST y SPG7 e influencia de la
variacion genética mitocondrial en pacientes espafioles con paraparesia espética hereditaria. Universidad
de Oviedo. 2012;136
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7. CONCLUSIONES

La MPS tipo IV-A (Morquio A), es una enfermedad de depdsito lisosomal
autosémica recesiva, es la MPS mas frecuente en Colombia, sin embargo
actualmente no se conoce exactamente la prevalencia — carga poblacional de

esta patologia en nuestro pais.

Las mutaciones que causan el sindrome de Morquio A detectadas a lo largo del
gen, son numerosas, heterogéneas y en su mayoria de tipo missense, incluso las
mutaciones mas frecuentemente son relativamente poco comunes; sin embargo,
el efecto fundador puede alterar considerablemente las frecuencias de alelos en
las poblaciones individuales de gen GALNS.

A pesar de la elevada heterogeneidad molecular de las mutaciones, en la literatura
colombiana se han observado algunas asociaciones genotipo-fenotipo en donde
la mayoria de las mutaciones puntuales estan asociadas con fenotipos atenuados,
mientras que mutaciones sin sentido, deleciones grandes y alteraciones del sitio

de splicing se encuentran asociadas con fenotipos severos.*°->°

El andlisis genotipico de estos pacientes es semejante a los reportados en
registros a nivel mundial. En nuestro estudio se identificaron 9 variantes en los 16
pacientes, una de las cuales reportadas previamente como patolégicas por

nuestro grupo de investigacion.

49.49 Pachajoa,H.,Ruiz-Botero,F.,Hernandez-Amariz,M.,Eichler,S.,Castillo-Giraldo, A. Sindrome de
Morquio: nueva mutacion del gen GALNS en dos hermanos del sur-occidente colombiano. Andlisis clinico,
molecular y bioinformatico. Revista mexicana de pediatria. 2016; (83) 3; 85-92

50.50 Tomatsu, S., Montano, A. M., Lopez, P., Trandafirescu, G., Gutierrez, M. A., Oikawa, H. et al.
Determinant factors of spectrum of missense variants in mucopolysaccharidosis IVA gene. Mol. Genet.
Metab. 2006; 89, 139-149.
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Conocer el perfil mutacional del gen GALNS permite un acercamiento a la
correlacion genotipo/fenotipo, ademas del conocimiento sobre la existencia de

heterocigosis compuesta o solo homocigosis.

Las redes de interaccion entre el gen que codifica para la proteina GALNS y sus
proteinas asociadas y genes demuestran una fuerte interaccion y variedad de
rutas metabdlicas que pueden modular su expresion, el grado y la actividad

especifica del gen y su correlacion fenotipo - genotipo.

No existe diferencia significativa en las frecuencias génicas de pacientes con MPS
IV-A y pacientes que no padecen la enfermedad, lo cual indica que hay un
aumento de la presencia de estas variantes a nivel de frecuencia poblacional, lo
cual podria ser debido a un efecto fundador, y se esperaria la aparicién de nuevos
casos en la region, de alli la importancia de su deteccion temprana y tratamiento

oportuno que minimice la morbilidad y mortalidad atribuida a esta patologia.
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8. PERSPECTIVAS

En nuestro medio existen grandes limitaciones entre la cobertura y acceso a los
servicios de salud integral, persisten ciertas barreras administrativas, geograficas,
econdémicas, y de accesos a servicios de atencion integral, algunas de estas
barreras de atencién estan relacionadas con la calidad y la baja oferta de
servicios, por la falta de centros de referencia diagndstica y tratamiento
transdisciplinario unificado, a pesar de considerarse una enfermedad monogénica,
a través de las redes de asociacion de moléculas pequefas, proteinas, se ven
como ellas interactian en la expresion protéica y pueden modular su expresion
fenotipica- genotipica y tener una visibon mas compleja de la importancia de su

identificacién para el tratamiento, seguimiento, prondstico y consejeria.

Este estudio proporciona nueva informacion a través de uso de nuevas
herramientas de gendmica comparativa, prediccion, y calculo de frecuencias
alélicas y génicas entre pacientes con MPS y pacientes con patologias diferentes
de MPS IV-A, y plantea otras posibles correlaciones, utilizando herramientas de

deteccion, seguimiento y control para esta enfermedad.

La identificacién de estas variantes en la poblacion no diagnosticada de MPS IVA
nos orienta a evaluar el posible efecto fundador en nuestra poblacién, la posible
expansion del gen en nuestra region y la importancia de deteccién temprana con
el fin de minimizar las consecuencias atribuidas a la patologia. Se sugiere ampliar
este estudio a otros posibles pacientes afectados de la enfermedad de Morquio A
que se pudieran diagnosticar a posteriori. lgualmente, continuar el estudio
realizando secuenciacion exdmica completa a todos los paciente afectados por
esta patologia a fin de establecer las interrelaciones gendmicas entre las variables
patoldgicas presentes en el gen GALNS y otras posibles variantes de otros genes

alterados presentes en su exoma.
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CARACTERIZACION ANTROPOMETRICA, METABOLICA Y MOLECULAR
DE PACIENTES CON MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO-IVA
(ENFERMEDAD MORQUIO TIPO A) EN EL SUROCCIDENTE COLOMBIANO.

Lina Johanna Moreno Giraldo', José Maria Satizibal Soto®, Adalberto Sanchez Gomez®,
Angela Maria Escudero’

Universidad Santiago De Cali — Genomucs. *Universidad Del Valle — Genomics.
*Estudiante Maestria Ciencias Biomédicas Universidad Del Valle.

INTRODUCCION: El Sindrome de Morquio-A. enfermedad de deposito lisosomal
autosonuca recesiva detada a deficencia en la enzima N-acetilgalactosanuna-6-
sulfatasa(GALNS) por mutacion del gen GALNS cromosoma 16q24 .3, ocasionando
acumulacion de los glucosanunoghicanos(GAGs) condroitin-6-sulfato y queratan sulfato en

92
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los tejidos. En Colombia se desconoce su incidencia y prevalencia. No hay estudios previos
de valoracion nutncional, insulinorresistencia vy moleculares asociado a
Mucopolisacandosis-IV-A.

METODOLOGIA: Estudio descriptivo, corte transversal, 12 pacientes con diagndstico
clinico-enzimatico de  Mucopolisacandosis- IV-A, se deternunaron niveles plasmaticos
preprandiales de: colesterol total, trighcéndos, LDL-lipoproteina de baja densidad, HDL-
lipoproteina de alta densidad, glucosa, msulina basal; se calculo indice de resistencia a la
Insulina (HOMA-IR), medidas antropométricas (talla, peso, indice de masa corporal),
mutacion y analisis genético mediante herramientas biomformaticas de prediccion.
RESULTADOS: 58.3% género femenmno. 100% actividad enzimatica deficiente. 3 pacientes
con sobrepeso y 2 obesidad severa. 100% talla anommal tabla OMS, normal para la edad
segun tablas Morquio, valores normales de glicenua, insulina, HOMA-IR. 1 paciente
lupercolesterolenua leve.

Estudio molecular: 5 mutaciones nussense homocigota exon 11 ¢ 1156C-T p R386C, 1
mutacion nonsense heterocigota exom 9 ¢ 974G-A, 1 mutacion homocigota missense
¢901G>T p.G301C exon 9 y 4 heterocigosis, lmutacion mussense exon 5 ¢ 425A-T
pHI42L nueva confirmada como patologica mediante el sistema biomformatico de
prediccion Mutation Taster y Polyphen2.

CONCLUSIONES: Los pacientes afectados con Sindrome de Morquio-A tienen crecimiento
deficitario que mncrementa la incidencia de sobrepeso-obesidad y nesgo cardiovascular. El
estudio biomnformatico mutacional pemute realizar mvestigaciones que aporten al
entendinuento de la enfermedad, brindar consejeria genética precisa y especifica,
contribuyendo a los estudios epidenuologicos.

Palabras Claves: Sindrome de Morquo, Glucosanunoglicanos, Valoracion Nutricional,
Estudio Molecular, Herramuentas bioinformaticas.
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