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RESUMEN

Introduccion: La mucopolisacaridosis tipo VA es una enferme-
dad de depdsito lisosomal causada por una mutacion del gen
GALNS, lo que provoca una deficiencia enzimatica que resulta
en la acumulacién de queratan sulfato y condroitin sulfato en
ciertos tejidos. Se expresa como una displasia esquelética gene-
ralizada que da como resultado baja estatura, Pectus carinatum,
platispondilia, hipoplasia odontoide, cifoescoliosis y genu valgo.
Material y métodos: Hermanos de 6 y 9 afios con caracteristicas
clinicas de sindrome de Morquio; se realiza secuenciacion del gen
GALNS y se detectan dos mutaciones en ambos, una en el exén
3 (c.280C>T p.R94C), y otra en el exdn 9 (c.998G>A p.G333D),
la cual se determiné como posiblemente patoldgica. Se realiza
andlisis bioinformatico de las mutaciones detectadas mediante un
andlisis in silico de homologia de secuencias multiple, utilizando
los Softwares SIFT, PolyPhen, nsSNPAnalyzer, I-Mutant, FOLD
X, y DeepView-Swiss-PdbViewer. Discusion: Los andlisis reali-
zados mostraron que los cambios de aminoacidos causados por
la presencia de estos SNPs en |a proteina podrian afectar tanto su
estructura tridimensional como su funcionamiento, evidenciando
efectos negativos con relacion a la estabilidad de la proteina,
accesibilidad a solventes y polaridad, por lo que se les considera
marcadores de riesgo para presencia de enfermedades.

Palabras clave: Sindrome de Morquio, mucopolisacaridosis,
terapia de reemplazo enzimatico, bioinformatica.

ABSTRACT

Introduction: Mucopolysaccharidosis type IV A, or Morquio
syndrome, is an autosomal recessive lysosomal storage disor-
der that is caused by mutations on the GALNS gene, resulting
in the accumulation of keratan sulfate and condroitin sulfate in
certain tissues. It is expressed as generalized skeletal dyspla-
sia including short stature, Pectus carinatum, platyspondylia,
odontoid hypoplasia, kyphoscoliosis, and genu valgum. Mate-
rial and methods: 9 and 6 six year old brothers with clinical
characteristic of severe Morquio syndrome. GALNS gene se-
quencing is performed detecting two mutations in both brothers,
the first one in exon 3 (c.280C>T p.R94C), and a new mutation
in exon 9 (c.998G>A p.G333D), which was determined as po-
tentially pathological. Bioinformatic analysis of the mutations via
an in silico analysis of multiple sequence homology, using the
Softwares SIFT, PolyPhen, nsSNPAnalyzer, I-Mutant, FOLD X,
and DeepView-Swiss-PdbViewer. Discussion: The analyzes
showed that the aminoacid changes caused by the presence
of these SNPs in the protein could affect its three dimensional
structure and its operation, evidencing negative effects in rela-
tion to the protein stability, solvent accessibility and polarity
which makes them strong candidates to be denominated risk
markers for this disease.

Key words: Morquio syndrome, mucopolysaccharidosis,
enzyme replacement therapy, bioinformatics.
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Fue descrita por primera vez en 1929 por el pediatra
uruguayo Luis Morquio y casi simultdneamente por el
radi6logo James Brailsford en Inglaterra, por lo que
es conocida también como el sindrome de Morquio-
Brailsford. Presenta una prevalencia de 1 en 200,000
personas, aunque prevalencias mds altas han sido
descritas entre irlandeses y franco-canadienses, entre
otras poblaciones.? Se han descrito representaciones
de personas con este sindrome en ceramica de 2,000
anos de antigiiedad en culturas prehispanicas del sur-
occidente colombiano.?

Esta enfermedad es causada por mutaciones o
deleciones que se presentan en el gen que codifica la
enzima lisosomal N-acetilgalactosamina-6-sulfatas
(GALNS), causando deficiencias que llevan a la
acumulacion de ciertos glicosaminoglicanos a nivel
lisosomal. Esta mucopolisacaridosis es de expresivi-
dad variable, pero en general presenta un fenotipo
de displasia esquelética que incluye baja estatura,
genu valgo, Pectus carinatum, hipoplasia odontoide,
cifosis e hiperlaxitud. Otros sistemas que se pueden
ver afectados son el visual, auditivo, cardiovascular
y respiratorio.*

Se han descrito mas de 180 mutaciones en exones
diferentes del gen GALNS, por lo que se le atribuye
una amplia variabilidad fenotipica.>® Se presenta el
andlisis clinico molecular de dos hermanos de 9 y 6
afos con sindrome de Morquio en quienes se identifica
una mutacion reportada en dos ocasiones en el ex6n 3,
la ¢.280C>T p.R94C, y una mutacién nueva en el exén
9, la ¢.998G>A p.G333D. Se realiza una correlaciéon
genotipo-fenotipo de éstas.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvo el consentimiento informado de los padres
de los pacientes; posteriormente se realizé busqueda
y revisién de historia clinica prenatal y perinatal; se
realizé toma de muestra de sangre siguiendo los pro-
tocolos de la institucién responsable. Todos los proce-
dimientos fueron realizados conforme los estandares
institucionales y la declaracion de Helsinki.

Para el analisis molecular se realiz6 secuenciacién
del gen GALNS para identificar la mutacién causal,
posterior a lo cual se efectué analisis bioinformatico
del impacto funcional de las mutaciones detectadas
mediante un andlisis in silico de homologia de se-
cuencias multiple. Para dicho anélisis se utilizé como
secuencia base de aminoacidos la proteina humana
GALNS P34059, 1a cual fue seleccionada de un total de
10 secuencias sometidas a la base de datos UNIPROT
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(http://www.uniprot.org/uniprot/P34059), siendo ésta
la que presentaba un estatus de revisién por curacion
aprobado por UniProtKb, con un puntaje de anotaciéon
de medida heuristica de 5 sobre 5, lo cual convierte a la
secuencia como idénea para los analisis in silico. Para
el andlisis se utilizaron los software: SIFT, PolyPhen,
nsSNPAnalyzer, I-Mutant, FOLD X, y DeepView-
Swiss-PdbViewer.

Reporte de caso

Pacientes hermanos de origen colombiano, raza mes-
tiza y padres no consanguineos, con historia prenatal
materna que no evidencia exposicion a teratégenos u
otros antecedentes de importancia para ambas gestas.
Los pacientes asisten a la consulta de genética a la
edad de nueve y seis afos de edad, respectivamente,
con hallazgos clinicos sugestivos de sindrome de Mor-
quio que incluyen: displasia espondiloepifisaria, baja
talla, prognatismo, tronco y cuello cortos, cifoescoliosis
toracolumbar, aplanamiento vertebral, displasia de
cadera, Pectus carinatum, desviaciéon ulnar en la mu-
feca, deformidades epifisiales en huesos tubulares,
hiperlaxitud y genu valgo (Figura 1).

Figura 1. Los pacientes de seis y nueve afos de edad con
hallazgos clinicos sugestivos de sindrome de Morquio que in-
cluyen: displasia espondiloepifisaria, baja talla, tronco y cuello
cortos, cifoescoliosis toracolumbar, Pectus carinatum, deformi-
dades epifisiales en huesos tubulares, y genu valgo.



El paciente de mayor edad también presenta alte-
raciones en la morfologia de los cuerpos vertebrales
con aplanamiento de las vértebras y prominencia de
los discos con hipoplasia de la odontoides e hipertrofia
ligamentaria a altura de C1-C2 con efecto compresivo
anivel medular posterior con desplazamiento anterior
de C1; también se notan cambios morfologicos de los
cuerpos vertebrales toracicos con irregularidad de los
platillos y pérdida de la altura de estos cuerpos verte-
brales. Hay severa cifosis toracica inferior condicionada
por malformacién congénita corporal de las vértebras
toracicas T11y T12, con pérdida severa de altura y an-
gulacion, sin compresién del cordén medular (Figura 2).

Se realizan estudios complementarios en los cuales se
evidencia actividad enzimatica disminuida para GALNS.
En ambos hermanos se realiza una valoracién profunda,
con test de marcha en seis minutos, pruebas de funcién
pulmonar, ecocardiograma, imagenes de columna, entre
otros examenes. Se consideraron elegibles para inicio de
terapia de reemplazo enzimatico, la cual tiene pendiente
su aprobacién por la entidad de salud correspondiente.

Estudios bioquimicos

En el patron de excrecién urinario de mucopolisacari-
dos, detectado por cromatografia de MPS en orina, se
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encontré un patrén de queratan sulfato y condroitin
sulfato aumentado. Posteriormente se realizaron medi-
ciones de la enzima n-acetilgalactosamina 6-sulfatasa
en leucocitos, encontrandose valores no detectables, por
ausencia o disminucién de la actividad de la enzima.

Analisis molecular

Se realiz6 extraccion de ADN y secuenciacién del gen
GALNS en un secuenciador ABI 3500, para identificar
la mutacién causal. El estudio molecular en ambos
pacientes evidencié una mutacién heterocigdtica en
el ex6n 3 (c.280C>T p.R94C) y una nueva mutaciéon
heterocigdtica no reportada en la literatura en el exén
9 (c.998G>A p.G333D) (Figuras 3y 4).

RESULTADOS
Analisis bioinformatico
Evaluacion del impacto funcional de las mutaciones

R94C y G333D en la proteina GALNS mediante un
analisis in silico de homologia de secuencias multiple.

+  Obtencién de la secuencia de aminoacidos de la
proteina humana GALNS

Figura 2. A) Resonancia nuclear magnética de columna cervical; se observa aplanamiento de las vértebras cervicales y dorsales visi-
bles, alteraciones a nivel atlantoaxial con odontoides hipoplasica e hipertrofia ligamentaria asociada, la cual produce desplazamiento
anterior del arco anterior de C1, en contacto con la medula, posteriormente sin signos de mielopatia. B) Resonancia nuclear magnética
de columna torécica. Se observan cambios morfolégicos de los cuerpos vertebrales toracicos con irregularidad de los platillos y pérdida
de la altura de estos cuerpos vertebrales. Se aprecia severa cifosis toracica inferior condicionada por malformacion congénita corporal
de las vértebras toracicas T11y T12; éstas muestran severa pérdida de altura, especialmente hacia los contornos anteriores, con apro-

ximadamente 90° de angulacion, sin compresién del cordon medular.
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El cbdigo de identificaciéon de la secuencia de ami-
noacidos de la proteina que se analizé fue P34059,
la cual fue seleccionada de un total de 10 secuencias
sometidas a la base de datos UNIPROT (http:/www.
uniprot.org/uniprot/P34059), y que presentaba un esta-
tus de revisiéon por curacién aprobado por UniProtKb,
con un puntaje de anotacién de medida heuristica de
5 sobre 5, secuencia idénea para los analisis in silico.

« Anélisis con el servidor SIFT

El servidor web SIFT 5.2.2 (Sorting Intolerant From
Tolerant) predice si una sustitucién en la secuencia
de aminoacidos de una proteina afecta su funcién me-
diante un analisis in silico por homologia de secuencias
teniendo en cuenta las propiedades fisicas de los ami-
nodcidos.” La secuencia de aminodacidos de la proteina
GALNS P34059 fue sometida al programa SIFT 5.2.2,
el cual realiza una busqueda de secuencias similares,

seleccionando las estrechamente relacionadas y que
pueden compartir una funcién similar para realizar con
ellas una alineacién multiple y calcular las probabilida-
des normalizadas para todas las sustituciones posibles
en cada posicion de la alineacién. Las sustituciones
en cada posiciéon que presenten un valor de indice de
tolerancia menor a 0.05 se asume que afectan nega-
tivamente la funcién de la proteina y aquellas cuyos
valores sean mayores o iguales a 0.05 se asume en la
prediccidn que serdn toleradas y no afectaran la funcién
de la proteina de manera significativa.®?

Los resultados de la prediccion del servidor SIFT
para la secuencia de aminoacidos de la proteina huma-
na GALNS con la presencia de las mutaciones R94C
y G333D se presentan en el cuadro 1. De acuerdo con
la clasificacién propuesta por Ng y Henikoff 2003,7 las
mutaciones con un indice de tolerancia bajo tendran
un mayor impacto funcional en la proteina. En el caso
de los R94C y G333D bajo estudio, ambos presentaron

Figura 3.

Mutacion heterocigotica: A) R94C

cDNA, B) R94C AA.

Figura 4. Mutacion heterocigética: A) G33D cDNA, B) G33D AA.
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en la proteina de referencia. Cada columna corresponde a uno de los veinte aminoacidos. Las sustituciones con indices

bajos de tolerancia que se predicen perjudiciales para la funcion de la proteina < 0.05 se resaltan en negritas.

En el caso de las mutaciones R94C y G333D se resaltan con subrayado.
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indices de tolerancia bajos (< 0.05), lo que sugiere
que estan afectando la funcién normal de la proteina.

+ Analisis con el servidor PolyPhen

El servidor web PolyPhen (version 2) (http://gene-
tics.bwh.harvard.edu/pph2/) predice la probabilidad
de dafio que genera un SNP de aminoacidos en la
estructura y funcién de una proteina mediante el uso
de las reglas empiricas especificas.!® Para el SNPs
R94C se encontr6 una probabilidad de dafio completa
para la proteina GALNS, es decir, con un valor de 1,
con una sensibilidad de 0 y una especificidad de 1.
Por su parte, para el SNP G333D se encontré una
probabilidad de dafio alta de 0.822, con una sensibi-
lidad y especificidad para la prediccion de 0.74 y 0.88,
respectivamente.

+ Analisis con el servidor nsSNPAnalyzer

Este servidor web utiliza un método de aprendizaje
de maquina llamada Random Forest para clasificar
los SNPs. Este servidor funciona usando un conjunto
de datos de SNP curados a partir de las bases de da-
tos de SwissProt. El servidor nsSNPAnalyzer (http:/
snpanalyzer.uthsc.edu/) calcula tres tipos de archivos
de entrada, los cuales son: 1) la estructural del SNP,
es decir, la accesibilidad a disolventes, su polaridad y
su estructura secundaria;!! 2) 1a probabilidad normali-
zada para que se presente la sustitucién mediante una
alineacién multiple de secuencias;® y 3) la similitud
y disimilitud entre el amino4cido original y el nuevo
aminodcido (SNP).

En este estudio realizamos un analisis estructural
utilizando el cristal de la proteina GALNS con cédigo
4FDI sometida a la base de datos del Protein Data Bank
con libre acceso en Internet (http://www.rcsb.org/pdb/
explore/explore.do?structureld=4FDI). Las dos muta-
ciones de aminoéacidos (R94C y G33D) fueron sometidas
al servidor nsSNPAnalyzer junto con secuencia de la
proteina de GALNS en formato FASTA y el cristal de
la proteina. Los resultados mostraron que para ambos
SNPs se puede predecir un efecto en el fenotipo de la
proteina y por ende tener un efecto aditivo en la etio-
logia de la enfermedad. Los resultados se observan en
el cuadro 2.

*  Modelamiento con I-Mutant y el algoritmo FOLD X

El servidor web I-Mutant (versién 2.0) (http:/fol-
ding.uib.es/i-mutant/i-mutant2.0.html) es una herra-
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mienta basada en neural network para el andlisis de
estabilidad de las proteinas y sus alteraciones tomando
en cuenta las mutaciones que ocurren en un solo sitio.
Una secuencia de proteina en formato FASTA obtenida
en UniProt se utiliza como entrada para predecir el
efecto mutacional sobre la estabilidad de la proteina.
El servidor I-Mutant también proporciona los valores
de energia libre generados por la alteraciéon usando el
algoritmo informatico FOLD-X. Este algoritmo estima
cuantitativamente las interacciones que facilitan la
estabilidad de las proteinas. La herramienta FOLD-X
proporciona la comparacion entre el modelo de la pro-
teina sin la mutacién versus con la mutacién y evalda
especificamente el impacto que ejerce la mutaciéon en
los enlaces débiles de Van der Waals que influyen, en
gran medida, en la descomposicion de energia. A veces,
las mutaciones pueden causar y reducir la tensién en
la estructura nativa original.'%'3

El analisis del efecto de R94C y G333D se realizd
bajo condiciones ideales, con pH = 7.0 y una temperatu-
ra de 27 °C. Los resultados se presentan en el cuadro 3.
Al realizar el analisis utilizando la estructura cristalina
de la proteina humana GALNS 4FDI, se puede predecir
que para ambas posiciones la energia libre de Gibbs
disminuye, lo que sugiere un efecto importante nega-

Cuadro 2. Prediccion del efecto en el fenotipo de la

proteina por parte de las mutaciones R94C y G333D.

Accesibilidad Estructura
SNP Fenotipo a solvente Polaridad  secundaria
R94C Enfermo 0.768 0.552 Giro
G333D  Enfermo 0.096 0.771 Giro

Cuadro 3. Efecto de las mutaciones R94C y G333D

sobre la energia libre de la estructura
tridimensional de la proteina.

Aminoacido DDG
Posicion nativo Mutacién  Estabilidad  (Kcal/mol)
94 R C Disminuy6 -0.19
333 G D Disminuyo -1.19

DDG = Energia libre de la proteina con la mutacion-energia libre de la
proteina sin la mutacion.
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tivo en la estabilidad de la estructura tridimensional
de la proteina por parte de ambos SNPs.

Analisis de formacion de puentes de hidrégeno por
mutagénesis in silico

De forma virtual se analiz6 la formacién de puen-
tes de hidrégeno en el cristal de la proteina GALNS
P34059, posterior a la realizacién de una mutagénesis
in silico en las posiciones correspondientes a los resi-
duos 94 (R por C) y 333 (G por D) utilizando el programa
DeepView-Swiss-PdbViewer.!*

El anélisis estructural de la proteina GALNS mostrd
la formacién de dos puentes de hidrogeno entre la argi-
nina de la posicion 94 con la leucina de la posicién 91, y
posterior a la mutagénesis in silico R94C se observé la
formacién de cuatro puentes de hidrégeno entre el nue-
vo aminodacido cisteina 94 y la leucina 91 (Figura 5A).
Ademads, se noté una importante disminucién en la
nube de electrones en esta posicién. Para el residuo
333 de glicina se observé la formacién de un puente
de hidrégeno con la glicina 66, pero posterior a la mu-
tagénesis in silico G333D se registré la formacion de
dos puentes de hidrégeno entre el acido aspartico 333
y la glicina 66 con un leve cambio en la estructura de
la nube de electrones (Figura 5B).

DISCUSION

En estos hermanos se encontraron dos mutaciones
heterocigéticas; una de ellas, en el exén 3 (¢.280C>T
p.R94C), que habia sido reportada en dos ocasiones
por Cole et al. en 1996, y por Dung et al. en 2013,
coincidiendo en que ésta se asocia con una expresion
fenotipica severa de la enfermedad. La otra mutacién
encontrada se localizé en el exén 9 (¢.998G>A p.G333D);
ésta no ha sido reportada previamente.%1?

En el presente estudio se analizd in silico la presencia
de las mutaciones R94C y G333D en la proteina GALNS
como una herramienta para predecir sus efectos en el fe-
notipo de la proteina que se pueda relacionar con la enfer-
medad de Morquio. Los andlisis realizados mostraron que
los cambios de amino4cidos encontrados por la presencia
de estas mutaciones en la proteina podrian afectar tanto
su estructura tridimensional como su funcionamiento.
Para ambas mutaciones se encontraron 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.

Cuando se analizaron las mutaciones a nivel del
cristal de la proteina GALNS, los resultados sugirieron
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que los cambios podrian traer consigo un aumento en
formacion de puentes de hidrégeno y variacién en la dis-
tribucién de las nubes de electrones para estos residuos,
lo que podria afectar la estructura tridimensional de
la proteina. Lo anterior sugiere que la presencia tanto
de la mutacion R94C como el G333D esta asociada al
fenotipo de la MPS IVA.

Los pacientes descritos en este articulo presentan
una displasia espondiloepifisaria e hiperlaxitud que se
manifiesta en retardo del crecimiento, baja estatura
con tronco y cuello cortos, cifosis toracolumbar, apla-
namiento vertebral, displasia de cadera, genu valgo
y Pectus carinatum. En el estudio de estos pacientes
es necesario el seguimiento radioldgico mediante el
cual se puedan identificar y evaluar las manifesta-
ciones musculoesqueléticas descritas; %18 asi mismo,
debemos dar seguimiento al desarrollo antropométrico
de los pacientes, con base en tablas adaptadas para
el sindrome que permitan monitorear la enfermedad
e incluso evaluar la efectividad de las terapias que
existen.!?

Hasta hace poco no existia una terapia efectiva
para este sindrome y el tratamiento era principalmen-
te paliativo. Los estudios muestran que es necesario
un abordaje médico-quirurgico multidisciplinario,
incluyendo ortopedia, neumologia, cardiologia, anes-
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Figura 5.

Efecto de las mutaciones R94C
y G333D sobre la formacién de
puentes de hidrogeno en la es-
tructura terciaria de la proteina
GALNS. A) Anélisis para la mu-
tacién R94C. B) Anélisis para la
mutacion G333D. El analisis fue
realizado con el programa Dee-
pView-Swiss-PdbViewer (http://
spdbv.vital-it.ch/). Los enlaces o
puentes de hidrégeno se repre-
sentan en color verde.

tesia y terapia fisica.52%2! Sin embargo, recientemente
fue aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA) la terapia de reemplazo enzimatico (ERT), la
cual prob6 beneficios principalmente a nivel de la
marcha y capacidad funcional, viéndose un incremento
significativo en el test de marcha de seis minutos.
Es importante un seguimiento continuo de estos pa-
cientes para determinar los efectos de la terapia de
reemplazo hormonal.

Se recomienda realizar estudios genéticos y
aconsejar objetiva y adecuadamente a las parejas
que desean tener hijos pero en quienes existen an-
tecedentes familiares de sindrome de Morquio, asi
como para aquellos padres cuyos hijos manifiestan
el sindrome. Debemos ayudarles a entender la con-
dicidn, el patréon de herencia de ésta y ofrecerles las
alternativas de tratamiento existentes, haciendo
la aclaracién de que se trata de terapias paliati-
vas y manejos experimentales. Asi mismo, se debe
ofrecer diagnéstico prenatal cuando hay deseo de
concepcién.??
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