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Resumen 
 
Desarrollo de un modelo in vitro de deficiencia 
constitutiva de la enzima GALNS en células estromales 
mesenquimales humanas mediante el uso de CRISPR-
Cas9 
 
La mucopolisacaridosis Tipo IVA o síndrome de Morquio es una enfermedad autosómica 

recesiva causada por la deficiencia de la enzima N galactosamina -6- sulfatasa (GALNS), 

necesaria para descomponer los glucosaminoglicanos (GAG) queratán sulfato (KS) y 

condroitín sulfato (CS).  La deficiencia enzimática conlleva a la disfunción lisosomal 

especialmente en tejidos conectivos ricos en KS y CS como cartílago, córnea y válvulas 

cardiacas. Existe evidencia acumulada in vitro e in vivo que aborda los mecanismos 

fisiopatológicos que determinan finalmente las manifestaciones clínicas en pacientes 

afectados, especialmente en tejidos osteocondrales. Sin embargo, la dificultad en la 

obtención de tejidos óseos y articulares de pacientes afectados ha limitado el estudio de 

los efectos deletéreos tempranos de la deficiencia de GALNS en el componente estromal 

mesenquimal. Específicamente es poco conocido el efecto de la pérdida de la de GALNS 

el potencial proliferativo y de diferenciación osteogénica de estas células. 

Para este estudio se emplearon CEM de gelatina de Wharton (GW) de cordón umbilical, 

las cuales han sido ampliamente estudiadas en el grupo de investigación de la Unidad de 

Terapias Avanzadas del IDCBIS, estas fueron editadas mediante el uso de CRISPR-

Cas9 para la generación de células knock-out, y se determinó compromiso en su 

capacidad proliferativa, y de diferenciación osteogénica asociada al porcentaje predicho 

de edición génica.    

 

 

Palabras clave: células estromales mesenquimales, Proteína 9 asociada a CRISPR, 

edición génica, mucopolisacaridosis tipo IV A, enfermedad de Morquio. 

 



 

Abstract 

Development of an in vitro model of the GALNS enzyme 
deficiency in human mesenchymal stromal cells using 
the CRISPR/Cas9 system 

Mucopolysaccharidoses type IVA or Morquio's disease is a pathology with a recessive 

inheritance pattern due to the deficiency of the N-galactosamine-6-sulfatase enzyme 

(GALNS), required for the metabolism of the glycosaminoglycans (GAG) Keratan sulfate 

(KS) and Chondroitin Sulfate (CS). The enzyme deficiency leads to lysosomal dysfunction 

that affects primarily CS and KS rich tissues like cartilage, cornea, and heart valves. 

There is increasing in vivo and in vitro evidence that describes the physio pathological 

mechanisms that lead to the clinical presentation in these patients especially in 

osteochondral tissues. However, it is difficult to obtain biopsy samples of bone and 

articular cartilage from these patients, and this limits the study of the early pathological 

signs due to GALNS deficiency in mesenchymal stromal cells (MSC). 

For this study MSCs from Wharton jelly were used, these cells have been broadly studied 

in the Advanced Therapies Unit Group at IDCBIS, these cells were edited using CRISP-

Cas9 to generate a knockout for the GALNS gene, and a negative effect in proliferation 

and differentiation was found in association of the predicted gene editing percentage of 

the cellular pool. 

 

Keywords: mesenchymal stromal cells, CRISPR-Associated Protein 9, gene edition, 

mucopolysaccharidoses type VI A, Morquio’s disease 
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Introducción 

 
 
La mucopolisacaridosis tipo IV A es una enfermedad de depósito lisosomal con un patrón de 

herencia autosómica recesiva, debida a variantes patogénicas en el gen de la enzima N-

acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) que cataliza la degradación sucesiva de los 

mucopolisacáridos condroitín-sulfato (CS) y Keratán sulfato (KS). 1 

 

A nivel mundial, la prevalencia al nacer es de 1:250.000 recién nacidos vivos, pero en 

Colombia se estima en 1:68.000 recién nacidos vivos, siendo uno de los países con mayor 

incidencia de la enfermedad en comparación con las demás mucopolisacaridosis 2. Esta 

enfermedad se asocia a un fenotipo de displasia esquelética caracterizado por disostosis 

múltiple, baja talla desproporcionada, deformidades esqueléticas como genu valgum, 

cifoescoliosis, desviación cubital de la muñeca, pectus carinatum, hipermovilidad articular, 

opacidades corneales, insuficiencia valvular e  hipoacusia, sin compromiso de la función 

cognitiva, dadas por la acumulación de KS y C6S. 3 

 

El diagnóstico se realiza mediante la sospecha clínica, el estudio preliminar bioquímico que 

evidencia la excreción aumentada de keratán sulfato en orina, el estudio de la actividad 

enzimática en cultivos de fibroblastos obtenidos de los pacientes afectados siendo este el gold 

standard y la confirmación molecular de variantes patogénicas bialélicas en el gen GALNS. 

 

En la actualidad la terapia consiste en la administración de la terapia de reemplazo enzimático 

desarrollada por BioMarin y aprobada por la FDA para su uso en 2014, mediante la 

administración bisemanal de 2mg/kg/dosis de la enzima recombinante (rhGALNS) y el manejo 

de las complicaciones cardiovasculares, pulmonares y óseas de la enfermedad.4 
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Hoy en día se dispone de un modelo animal de enfermedad de Morquio A el cual no cuenta 

con las características óseas macroscópicas de la enfermedad por lo que se considera un 

modelo insuficiente a la hora de estudiar nuevas terapias en desarrollo con el fin de 

determinar el impacto a nivel musculoesquelético de nuevos compuestos5. 

 

Según el contexto mostrado previamente, el objetivo de esta propuesta de investigación 

consiste en desarrollar un modelo in vitro de la enfermedad de Morquio tipo A con el fin de 

determinar el impacto que tiene la deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en el fenotipo 

de las células estromales mesenquimales, y su capacidad de diferenciación hacia el linaje 

osteogénico. 

 

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos se realizará mutagénesis bialélica dirigida 

del gen GALNS mediante el uso del sistema CRISPR- Cas9, se verificará la adecuada 

mutagénesis mediante la realización de ensayo de doble híbrido, el impacto en la producción 

de la proteína, su función enzimática y se analizará el impacto en diferenciación hacia el linaje 

osteogénico. 
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1. Marco teórico 
 

1.1 Mucopolisacaridosis  

Las mucopolisacaridosis son un grupo de enfermedades de origen genético, clasificadas 

dentro de los errores innatos del metabolismo, que tienen en común la acumulación de 

productos intermedios de degradación de los glucosaminoglicanos. Dichos productos de 

desecho generan alteración en la función lisosomal, conllevando a las alteraciones fenotípicas 

propias de cada uno de los subtipos de la enfermedad. 

1.1.1 Mucopolisacaridosis tipo IVA 

• Historia 

También denominada Enfermedad de Morquio tipo A, fue descrita de forma simultánea e 

independiente por el pediatra uruguayo Luis Morquio 6 y el radiólogo británico James 

Brailsford en 1929 7 quienes realizaron la descripción de dos familias afectadas por una 

enfermedad con patrón de herencia autosómica recesiva. Posteriormente en 1962 Pedrini y 

colaboradores reportaron la excreción de Keratán Sulfato (KS) en orina de 3 pacientes 

afectados por la entonces denominada enfermedad de Morquio-Ullrich (hoy síndrome de 

Morquio) diferenciándola bioquímicamente de la enfermedad de Hurler8. En 1971 y 1982 se 

reportan los primeros fenotipos intermedios mostrando la variabilidad fenotípica de la 

enfermedad. 9 Estos hallazgos llevaron en al grupo de Matalón et al. a la descripción de la 

actividad enzimática deficiente usando cultivos de fibroblastos de pacientes afectados con la 

enfermedad en 197410 y subsecuente purificación en 1987 y clonación en 1991. Para el año 

2003 la estructura de la proteína, y más de 30 variantes patogénicas ya se encontraban 

identificadas, lo que lleva a que en 2003 Tomatsu et al. generen el primer modelo de la 

enfermedad el cual es un ratón transgénico homocigoto para una deleción del exón 2, que 

lleva a la excreción elevada de glucosaminoglicanos con acumulación de estos en tejidos, 

pero sin compromiso esquelético macroscópico evidente. 

• Presentación Clínica 
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Esta enfermedad se describe como una displasia espondilo-epifisiaria. Los pacientes se 

encuentran en un espectro un fenotípico desde leve (Enfermedad de Perthes aislada)11 hasta 

el más severo que se caracteriza por disostosis múltiple, talla baja desproporcionada, 

deformidades esqueléticas como genu valgum, cifoescoliosis, desviación cubital de la 

muñeca, pectus carinatum, hipermovilidad articular, opacidades corneales, insuficiencia 

valvular, compromiso pulmonar, hepatomegalia, facies infiltrativas (leve, comparada con otras 

MPS) e hipoacusia, sin compromiso de la función cognitiva3. La mayoría de los pacientes 

afectados presentan un fenotipo usual al nacer con talla baja posnatal y las alteraciones 

previamente descritas. 

• Diagnósticos diferenciales 

La enfermedad de Morquio tipo B, causada por variantes patogénicas bialélicas en el gen 

GLB1 es el diagnóstico diferencial más importante de MPSIVA al ser una fenocopia del 

mismo. De los pacientes con características clínicas de MPSIV, se estima que el 95% 

corresponden al tipo A y 5%, al B. Otros trastornos a ser considerados son: MPSI, MPSII, 

MPS III, MPSVI, Síndrome de Dyggve-Melchior-Clausen, entre otros. 

La importancia del adecuado diagnóstico radica en el pronóstico cognitivo, la capacidad de 

acceder a terapia específica y el asesoramiento genético a los padres. 

• Tratamiento  

En la actualidad la terapia consiste en la administración de la terapia de reemplazo enzimático 

desarrollada por BioMarin y aprobada por la FDA para su uso en 2014, mediante la 

administración bisemanal de 2mg/kg/dosis de la enzima recombinante (rhGALNS) y el manejo 

de las complicaciones cardiovasculares, pulmonares y óseas de la enfermedad. 

 

 

1.1.2 Epidemiología 

A nivel mundial se estima que las mucopolisacaridosis afecta a 1:250000 nacidos vivos (NV), 

con prevalencias al nacer tan bajas como en Taiwán que registra 0.33 por cada 100000 NV12 

o tan alta como la reportada en  Países Bajos con 4.5:100000 NV 13. En Colombia hay pocos 

estudios que revelen la distribución de esta patología en el país, pero según un reporte de 

2014, se estima la prevalencia en 0.68:100.000 NV para la enfermedad de Morquio tipo A lo 

que la haría la más prevalente de este grupo de enfermedades. 2 Adicionalmente en el 
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contexto colombiano hay descripciones de esculturas precolombinas con alteraciones 

fenotípicas similares a la patología, lo que sugiere la presencia de individuos afectados por 

MPSIV desde la época prehispánica14. Actualmente hay descritas más de 378 variantes 

patogénicas asociadas al desarrollo de la enfermedad,15 siendo la variante p.Gly301Cys la de 

mayor prevalencia reportada en el país. 16 

 

 

Ilustración 1: Porcentaje de diagnósticos de MPS en el mundo 

Modificado de S.A. Khan, et al., Epidemiology of mucopolysaccharidoses  17,18 

 

1.1.3 Glucosaminoglicanos 

Los glucosaminoglicanos son polímeros lineales de disacáridos únicos a animales y bacterias. 

Su base contiene N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina y otro grupo sacárido que les 

confiere características funcionales propias del tejido donde se encuentran. Los grupos que 

los componen les confieren una carga neta negativa, lo que las lleva a adquirir una disposición 

lineal con el fin de minimizar la repulsión de los grupos con carga.19 
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1.1.3.1 Condroitín Sulfato 

Es un polímero compuesto por ácido glucurónico y N-acetilgalactosamina con una adición de 

grupos sulfato a la estructura química del azúcar.  

Se clasifica en 4 tipos: A, C, D y E 

• Tipo A: sulfatado en t O-4 de GalNAc,  

• Tipo B: Nombre previo al ahora denominado Dermatán sulfato 

• Tipo C: sulfatado en O-6 del grupo GalNAc 

• Tipo D: sulfatado en la posición 6 del grupo GalNAc y en el carbono 2 del grupo GlcA 

• Tipo E: Sulfatado en carbonos 4 y 6 de GalNAc. 

•  

Este polisacárido se encuentra ligado a proteínas en la membrana y matriz extracelular, en su 

mayoría en forma de Agreccan y su función es la de conferir elasticidad y resistencia a la 

tensión a cartílago y tendón.20  

1.1.3.2  Keratán Sulfato 

Es un polímero de disacáridos lineales cuya unidad básica es lactosamina (unión de galactosa 

y N-acetilgalactosamina - 3Galβ1-4GlcNAcβ1), este glucosaminoglicano se encuentra 

habitualmente sulfatado en posición C6 y en forma de proteoglicano en la matriz extracelular y 

en la membrana basal y celular. Se clasifica en 3 tipos21,22: 

a) Tipo I: Se encuentra principalmente en córnea contiene la unión de N-

acetilgalactosamina N-ligado a residuos asparagina  

b) Tipo II: Aislado de cartílago: contiene la unión de N-acetilgalactosamina O-ligado a 

residuos serina/treonina. 

c) Tipo III: O denominado KS cerebral: contiene la unión de manosa O-ligada a residuos 

serina/ treonina. 

 

Su función biológica se ha asociado a la hidratación celular por aumento de la presión 

oncótica que genera y actúa como buffer al encontrarse parcialmente hidratado, lo que 

permite un control hídrico dinámico en este tejido, y su acumulación se asocia a la aparición 

de opacidades corneales en pacientes con Enfermedad de Morquio tipo A.23 También está 

presente en cartílago y hueso. 
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1.1.4 GALNS 

El gen de la galactosamina N-6-sulfatasa (GALNS) se encuentra ubicado en 16q24.3, tiene 

43237pb, comprende 14 exones, se traduce en un mRNA de 1566 nucleótidos y codifica para 

una enzima de 522 aminoácidos cuya estructura cuaternaria está organizada de forma 

homodimérica por 2 subunidades de 60kDa, a su vez compuesta por polipéptidos de 40 kDa y 

19 kDa 24.  

Esta enzima tiene actividad sulfatasa y realiza la remoción del grupo 6-sulfato de las unidades 

N-acetil-galactosamina del condroitín y de las D-galactosa del Keratán sulfato en la vía de 

degradación de los glicosaminoglicanos.   

 

Ilustración 2: Vía de degradación de los glucosaminoglicanos. 

Tomado de KEGG PATHWAY Database25 

Ejerce su función catalítica mediante un sitio activo de 11 aminoácidos críticos para la 

formación de un bolsillo catalítico en su región N-terminal (“Asp 39, Asp 40, Arg 83, Tyr 108, 

Lys 140, His 142, His 236, Asp 288, Asn 289, Lys 310, y DHA 79”26). A este bolsillo se une 

una molécula de calcio la cual es mostrada en Ilustración 3. 
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Ilustración 3: Estructura cuaternaria de la enzima GALNS homodimérica.    

Realizada con UCSF Chimera.27 en base a la secuencia depositada en PDB ID: 4FDJ 

1.1.5 Fisiopatología 

La acumulación de CS y KS en cartílago epifisiario y articular genera las manifestaciones 

esqueléticas clásicas de la patología, la mayoría de estas son irreversibles. Histológicamente 

se observa vacuolación y apoptosis de los condrocitos, descritas tan temprano como las 20 

semanas de gestación 28. Adicionalmente en la histología se puede apreciar pobre 

organización de las capas superficial y profunda del cartílago articular, aumento del tamaño de 

los condrocitos en relación a la acumulación intracelular de proteoglicanos, disminución en la 

cantidad de colágeno tipo II 29 y disminución de la elasticidad de las paredes de las cámaras 

cardíacas y engrosamiento valvular por depósito de CS, el cual está abundantemente 

expresado en estos tejidos.20 

1.1.6 Modelos animales 

En 2003 Tomatsu et al. Desarrollaron un modelo animal de la enfermedad de Morquio a partir 

de rayones C57BL transgénicos, los cuales presentaron mínima actividad enzimática de 

GALNS por deleción de parte del intrón 1 y del exón 2, evidenciando hallazgos histológicos 

similares a los encontrados en pacientes afectados por MPS IVa pero sin el compromiso 

esquelético característico de la patología 5  
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1.2 Células estromales mesenquimales 

1.2.1 Definición 

Las células estromales mesenquimales (CEM) son un grupo heterogéneo de células 

multipotenciales que se caracterizan por sus propiedades de: 1. Adherencia al plástico, 

capacidad de diferenciación a linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico y 3. Su 

positividad para marcadores de superficie: CD105, CD73 y CD90, en más del 95% de las 

células y negativas para marcadores hematopoyéticos: CD11b/CD14, CD34, CD45, 

CD79a/CD19 y HLA clase II. 30 

1.2.2 Origen y obtención 

Las CEM se pueden obtener de varios tejidos como tejido adiposo, médula ósea, pulpa dental, 

amnios, placenta y cordón umbilical, estos últimos poseen la ventaja de no requerir 

procedimientos invasivos para su obtención, fácil manipulación y potencial de 

autorrenovación.  

 

Ilustración 4: Características de las células estromales mesenquimales  

Realizado con Biorender 

1.2.3 Importancia clínica 

Una de las características principales de las CEM es que no expresan moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad clase II, por lo que no son reconocidas por células T CD4+31, y 

presentan bajas cantidades de MCH clase I lo que podría hacerlas vulnerables a la acción de 

las células Natural killer (NK), 32, esto les confiere características de hipo inmunogenicidad. 
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Se disponen más de 1048 registros de ensayos clínicos 33 que emplean CEM como terapia 

para el tratamiento de patologías como la enfermedad de Crohn, esclerosis múltiple, fibrosis 

pulmonar entre otras. 

1.3 CRISPR-Cas9 

1.3.1 Historia 

El sistema CRISPR/Cas9 fue descrito inicialmente como un sistema de defensa bacteriano 

ante la infección por bacteriófagos, sus primeros componentes fueron observados por Ishino y 

colaboradores, quienes en 1987 describieron la función de la secuencia iap  en la formación 

de isoenzimas de fosfatasa alcalina 34, durante este estudio presentaron dificultades 

metodológicas en la caracterización de secciones corriente arriba del gen debidas a 

secuencias palindrómicas que generaban auto complementariedad de estas, dificultando su 

análisis. Posteriormente en el 2000, Mojica et al. reconocen nuevamente la secuencia de 

CRISPR en varios grupos bacterianos bajo la hipótesis de su rol como reguladores de 

expresión génica en arqueobacterias 35. En 2002 Jansen y colaboradores acuñan el término 

CRISPR para definir el locus asociado a las repeticiones palindrómicas y nuevamente Mojica 

y colaboradores en 2005 realizan aportes en la descripción del sistema encontrando 

secuencias similares en virus bacteriófagos, determinando así su rol en sistemas de defensas 

bacterianos contra infecciones virales.  

En 2007 Barrangou et al. realizaron la confirmación in vitro de la función del locus de CRISPR 

en las bacterias S. thermophius mediante la inducción de resistencia utilizando retos virales 

con bacteriófagos.  36 y en 2012 de forma simultánea los grupos de Jennifer Doudna, Michelle 

Carpentier y Virginijus Siksnys confirmaron in vitro la función endonucleasa de la proteína 9 

asociada a CRISPR (Cas9) en bacterias 37,38 haciendo merecedoras a Doudna y Carpentier 

del premio nobel Química en el año 2020. 

1.3.2 Función 

En bacterias, CRISPR/Cas9 funciona como un sistema de defensa adaptativo, que, tras una 

primoinfección por virus bacteriófagos, genera secuencias espaciadoras en el locus de 

CRISPR, estas secuencias son específicas del virus y se trascriben de forma policistrónica 

tras nuevas infecciones por los virus, con lo cual las secuencias de ARN se ensamblan junto 

con la proteína Cas9 en un complejo ribonucleoprotéico, que genera la escisión del ADN 
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extraño complementario. Esta proteína tiene actividad endonucleasa conferida por dominio 

HNH y RuvC que le permiten realizar cortes de doble hebra en regiones de homología con el 

sgARN que cuente con una secuencia de nucleótidos específica llamada secuencia PAM 

(Motivo adyacente al proto espaciador), lo que le permite a la endonucleasa cortar el ADN 

viral y no el locus de CRISPR que se encuentra en el genoma bacteriano.39 

 

Ilustración 5: Sistema de defensa CRISPR/Cas9 en bacterias 

Tomado de: 40 

 



 

2. Planteamiento del problema 
 

En estudio y desarrollo de potenciales tratamientos en el contexto de enfermedades de muy 

baja frecuencia, o enfermedades huérfanas como es el caso del Síndrome de Morquio ha 

dependido del estudio del genotipo y su impacto en el fenotipo y el desarrollo de la 

enfermedad en individuos afectados. Con suerte, se han desarrollado además modelos in vitro 

basados en el uso de componentes celulares aislados de los mismos individuos, con las 

implicaciones éticas y dificultades para el acceso a estos recursos de investigación. 

Alternativamente, como se mencionó anteriormente, se han desarrollado modelos murinos de 

la mutación, con poco éxito al reproducir la fisiopatología de la enfermedad. La generación de 

modelos experimentales de la enfermedad de Morquio, más reproducibles, homogéneos y 

técnicamente factibles son críticos no solo para entender el componente celular y molecular 

subyacente al fenómeno patológico, sino además porque representan una oportunidad para la 

investigación y el desarrollo de estrategias terapéuticas más efectivas para ofrecer a los 

pacientes y familias afectadas. 

En este estudio se pretende aprovechar dos tecnologías biotecnológicas que actualmente 

desarrolla la Unidad de Terapias Avanzadas del Instituto Distrital de Ciencia Biotecnología e 

Innovación en Salud (IDCBIS): la generación de estrategias terapéuticas basadas en la 

producción farmacéutica de Células Estromales Mesenquimales y le implementación de 

técnicas de mutagénesis basadas en el uso del sistema CRISPR-Cas9. Basados en la 

combinación de estas dos metodologías, se quiere implementar un modelo experimental 

altamente reproducible de deficiencia constitutiva del gen GALNS, en un tipo celular estromal 

que al estar derivado de la línea mesenquimal, puede recapitular la fisiología celular y 

molecular de la diferenciación osteogénica y que se encuentra severamente afectada en el 

fenotipo observado en la Síndrome de Morquio.  

Implementar un modelo experimental con componentes humanos, altamente reproducible y 

costo-efectivo de deficiencia constitutiva de GALNS en células mesenquimales, permitirá 

generar una herramienta de investigación y desarrollo orientada no solo a entender mejor los 

cambios fisiológicos y patológicos de la mucopolisacaridosis, sino adicionalmente permitirá 

estudiar nuevas opciones terapéuticas para reducir el impacto de la enfermedad. 

 



 

2.1 Objetivo general 

Generar un modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en células 

estromales mesenquimales humanas mediada por CRISPR-Cas9  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Diseñar un mecanismo de edición génica para el knock-out del gen GALNS en células 

estromales mesenquimales mediante el uso de CRISPR-Cas9 

 

• Inducir mutagénesis en células estromales mesenquimales mediante el uso de 

CRISPR/Cas9 

 

• Determinar la tasa de mutagénesis generada en células estromales mesenquimales y el 

impacto en la síntesis proteica y la actividad enzimática de GALNS.  

 

• Determinar el impacto de la deficiencia de la enzima GALNS en proliferación celular y 

diferenciación a linaje osteogénico en células estromales mesenquimales. 

 

 



 

3. Justificación  
 

La mucopolisacaridosis tipo IV A es una enfermedad de depósito lisosomal con un patrón de 

herencia autosómica recesiva, debida a mutaciones en el gen de la N-acetilgalactosamina-6-

sulfatasa (GALNS) que cataliza la degradación sucesiva de los mucopolisacáridos condroitín-

6-sulfato (C6S) y keratán sulfato (KS). 1 

 

A nivel mundial afecta a 1:25.000 nacidos vivos, pero en Colombia la incidencia se estima en 

1:68.000 recién nacidos vivos, siendo uno de los países con mayor incidencia de la 

enfermedad en comparación con las demás mucopolisacaridosis 2. Esta enfermedad se 

asocia a un fenotipo de displasia esquelética caracterizado por disostosis múltiple, baja talla 

desproporcionada, deformidades esqueléticas como genu valgum, cifoescoliosis, desviación 

cubital de la muñeca, pectus carinatum, hipermovilidad articular, opacidades corneales, 

insuficiencia valvular e  hipoacusia, sin compromiso de la función cognitiva, dadas por la 

acumulación de KS y C6S. 3 

 

El diagnóstico se realiza mediante la sospecha clínica, el estudio preliminar bioquímico que 

evidencia la excreción aumentada de KS en orina, el estudio de la actividad enzimática en 

cultivos de fibroblastos obtenidos de los pacientes afectados siendo este el gold standard y la 

confirmación molecular de variantes patogénicas bialélicas en el gen GALNS. 

 

En la actualidad la terapia consiste en la administración de la terapia de reemplazo enzimático 

desarrollada por BioMarin y aprobada por la FDA para su uso en 2014, mediante la 

administración bisemanal de 2mg/kg/dosis de la enzima recombinante (rhGALNS) y el manejo 

de las complicaciones cardiovasculares, pulmonares y óseas de la enfermedad.4 

 

Hoy en día solo se dispone de un modelo animal de enfermedad de Morquio A el cual no 

cuenta con las características óseas macroscópicas de la enfermedad por lo que no es un 

modelo confiable a la hora de estudiar nuevas terapias en desarrollo con el fin de determinar 

el impacto a nivel musculoesquelético de nuevos compuestos5. 

 

Según el contexto mostrado previamente, el objetivo de esta propuesta de investigación 

consiste en desarrollar un modelo in vitro de la enfermedad de Morquio tipo A con el fin de 
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determinar el impacto que tiene la deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en el fenotipo 

de las células estromales mesenquimales, y su capacidad de diferenciación hacia los linajes 

condrogénico y osteogénico. 

 

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos se realizará mutagénesis bialélica dirigida 

del gen GALNS mediante el uso del sistema CRISPR- Cas9, se verificará la adecuada 

mutagénesis mediante la realización de ensayo de doble híbrido, el impacto en la producción 

de la enzima mediante inmunoblot y se analizará el impacto en diferenciación hacia linajes 

condrogénicos y osteogénicos de estas células. 
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4.  Métodos  

4.1 Vector plasmídico 

Se seleccionó el plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 de Addgene desarrollado 

por Feng Zhang (Addgene plasmid # 62988; http://n2t.net/addgene:62988 ; 

RRID:Addgene_62988). 41. Este vector está compuesto por 9174 pares de bases, 

contiene el promotor U6 de expresión para le sgARN y de CAG para el gen de la proteína 

Cas9 que se transcribe de forma policistrónica con el gen de resistencia a Puromicina 

para selección de células de origen mamífero. Adicionalmente (no mostrado en la 

imagen) Cas9 contiene una señal 3XFLAG que permitirá evaluar la expresión de la 

proteína mediante citometría de flujo. 

 

4.2 Selección de gARN  

Se realizó la búsqueda de las guías de ARN (gARN) en la base de datos CHOPCHOP 

(versión 3) disponible en https://chopchop.cbu.uib.no/about 42 la cual permite la selección 

de objetivos para la realización de mutagénesis dirigida, seleccionando inicialmente 5 
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guías contra 5 exones diferentes  con la mayor eficiencia, selectividad y menor reporte de 

off target, estos se muestran en la Tabla 1 y se denominaron gRNA-A a gRNA-E para su 

posterior diferenciación y un gARN control el cual no presenta sitios de homología en el 

genoma humano. Los resultados de eficiencia fueron confirmados en la base de datos 

del software Benchling al igual que la probabilidad de unión a off-targets. 

Cabe resaltar que, aunque se encuentran en el repositorio guías con mayores eficiencias, 

estas fueron seleccionadas de acuerdo a su posición en la proteína, como fue expuesto 

previamente, GALNS contiene 11 aminoácidos críticos para la formación de un bolsillo 

catalítico en su región N-terminal (“Asp 39, Asp 40, Arg 83, Tyr 108, Lys 140, His 142, His 

236, Asp 288, Asn 289, Lys 310, y DHA 79”26) este proceso de pre-selección se realizó 

con el fin de incrementar la probabilidad de generar variantes patogénicas que indujeran 

un alteraciones críticas en el funcionamiento de la enzima. 

Particularmente: 

• gARN-A 

Tiene una eficiencia del 50% y su sitio de corte se encuentra en la porción final del primer 

exón, por lo cual es una guía con un objetivo en los primeros aminoácidos de la proteína. 

 

• gARN-B 

Tiene una eficiencia del 75%, se une 6pb posterior al inicio del exón 4 y es la guía de 

mayor eficiencia cercana al codón que codifica para Tyr108, que es un aminoácido 

importante en la generación del bolsillo catalítico.  
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• gARN-C 

Tiene una eficiencia del 62%, Se une a la región final del exón 5. 

 

• gARN-D 

Eficiencia del 63%, y la de mayor eficiencia con unión flanqueante a His236 en el exón 7. 
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• gARN-E 

Eficiencia del 68% y sitio predicho de corte en el sitio donador de splicing en el exón 8. 

 

Después de su selección se realizó la adición de la secuencia 5´CACCG corriente arriba 

de la secuencia del gARN sentido y de la secuencia 5´AAAC corriente arriba de la 

secuencia anti sentido, las cuales son necesarias para la clonación en el plásmido 

PX459. 

Tabla 1: gARN preseleccionados 

 

Nombre Características del sgRNA 

 Secuencia sentido Exón Hebra Off-targets Eficiencia (%) 

GALNS gA TGAGCAGGAGCAGGATGTTG 1 - 0 0 0 0 50 

GALNS gB ACACCGCAGGAGATTGTGGG 4 + 0 0 0 0 74.9 

GALNS gC ATCTCCCAGTCCCTGTACAC 5  +  0 0 0 17 61.53 

GALNS gD TGGCGTCGACAGCCCAGTAG 7  +  0 0 0 1 63.2 

GALNS gE GACGGCGTCTCCATACCTGC 8  +  0 0 0 2 68.43 

Non Targeting(NT) GCATATATTGCACACAATTAG No aplica No aplica 0 0 0 0 0 
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4.3 Clonación  

Brevemente, se hibridaron las hebras sentido y anti-sentido de los gARN a 90ºC por 3 

minutos enfriando la reacción en una rampa de temperatura hasta los 65ºC, se mantuvo 

la temperatura por 30 minutos y se enfrió progresivamente hasta temperatura ambiente, 

este inserto no requiere del paso de fosforilación. La hibridación de las guías fue 

confirmada mediante una corrida electroforética en geles de agarosa al 4% y 

almacenados a -20°C hasta su uso. 

Para su clonación se digirió 1ug del plásmido PX459 con 1ul de la enzima BbsI-HF de 

New England Biolabs (NEB), 1 μl del buffer CutSmart (NEB), completando la reacción 

con agua libre de nucleasas hasta 50μl, se realizó la digestión a 37ºC por 15 minutos y la 

enzima fue inactivada a 65°C por 5 minutos. Dado que la enzima BbsI-HF digiere por 

fuera de la secuencia de reconocimiento, no se requiere paso de desfosforilación, los 

extremos no son cohesivos, lo que limita la auto ligación del vector. 43 Posteriormente se 

realizó una corrida electroforética en un gel de agarosa al 0,8% a 70V por una hora y 

posterior purificación del producto digerido siguiendo las indicaciones del kit Wizard® SV 

Genomic DNA Purification System de Promega. 

Se ligó el vector con el inserto en una relación de 1:5 de sgARN: plásmido con la enzima 

T4 ligasa a 8°C por 24 horas. El producto de ligación fue utilizado para el siguiente 

procedimiento de transformación bacteriana. 

4.4 Transformación bacteriana 

Los productos de ligación se emplearon para transformación bacteriana, para esto se 

utilizaron 5uL de este mezclándolos con 25uL de stock de bacterias quimiocompetentes 

Stbl3, se incubaron durante 30 minutos en hielo, se realizó shock térmico a 42ºC por 45 

segundos, se mantuvieron en hielo por 5 minutos tras lo cual se adicionaron 125uL de 

medio SOC y se agitaron de forma constante a 225rpm durante 1 hora a 37ºC, se 

sirvieron 65uL en cajas de Petri con agar LB con 100ug/ml de Ampicilina para la 

selección de las colonias transformadas. Se incubaron las cajas a 37ºC durante 16 horas 

tras lo cual se realizaron minicultivos, stocks de glicerol y extracción de DNA plasmídico 

mediante el kit MiniPrep de Zymo® de acuerdo con las indicaciones del fabricante. 



34 Modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en células 
estromales mesenquimales humanas mediante el uso de CRISPR-Cas9 

 
Muestras de DNA de cada uno de los plásmidos fueron sometidas a PCR convencional 

del segmento flanqueante al sitio de clonación de los sgARN utilizando los primers 

PX459 enunciados en Tabla 2: Primers PX459 para secuenciación 

Tabla 2: Primers PX459 para secuenciación 

Primer FW AGGGCCTATTTCCCATGATTCCT 

Primer RV GGTCATGTACTGGGCACAATGC 

4.5 Confirmación de la clonación  

El producto de PCR fue enviado al servicio de secuenciación tipo Sanger del laboratorio 

Genética Molecular de Colombia S.A.S para la confirmación de su adecuada inserción. 

Los stocks de glicerol de los plásmidos confirmados por secuenciación fueron marcados 

como tal y almacenados a -80°C y serán denominados de ahora en adelante PX459-

sg[n], n correspondiendo a la codificación del gran presentada en la Tabla 1. Después de 

su obtención, los ensayos posteriormente enunciados se realizarán con los plásmidos 

PX459-sgARN-B, PX459-sgARN-NT. 

4.6 Transfección celular 

Se utilizaron CEM obtenidas de 4 donantes diferentes provenientes del Banco de Células 

estromales Mesenquimales del grupo de la Unidad de Terapias Avanzadas del IDCBIS, 

estas fueron obtenidas de cordones umbilicales donados de forma altruista bajo 

consentimiento informado. Estas células fueron descongeladas, expandidas en Medio 

DMEM bajo en glucosa con 10% de Lisado plaquetario y 1x de antibiótico 

Ampicilina/estreptomicina (de aquí en adelante denominado “Medio completo”. Al 

alcanzar 80% de confluencia se descartó el medio de cultivo, se lavaron dos veces con 

PBS 1x (GIBCO®), se recolectaron las células y se dividieron en grupos experimentales 

compuestos por 500.000 células, tras lo cual se centrifugaron a 90g por 5 minutos, se 

resuspendieron en la solución de transfección del kit P1 de Lonza®, y se adicionaron 5ug 

de DNA por grupo experimental. Se nucleofectaron con el pulso FF104 que es el de 

mayor eficiencia disponible para las CEM, se resuspendieron en medio completo a 37ºC 

y se cultivaron en placas de 24 pozos a una densidad de 10964 células/cm2 con cambio 

de medio a las 24 horas post siembra. 
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Tras 48 horas de cultivo, las células de 2 pozos de la placa sembrada post transfección 

fueron fijadas y permeabilizadas con el kit de fijación: eBioscience™ de acuerdo con las 

indicaciones del fabricante y marcadas con el Anticuerpo APC anti-DYKDDDDK Tag 

(anti-Flag) de Biolegend ®  

4.7 Curvas de selección con puromicina 

El siguiente paso fue la realización de una curva de selección con puromicina para 

encontrar 3 concentraciones necesarias para la selección de las células que expresaran 

Cas9. De esta forma, se sembraron CEM a una densidad de 3450 células/cm2 en una 

placa de 24 pozos, todos los pozos fueron utilizados y por triplicados (3 réplicas técnicas 

por cada donante) las células fueron expuestas a diluciones seriadas de puromicina con 

el fin de identificar 4 concentraciones del antibiótico en el medio de cultivo de acuerdo 

con las indicaciones del fabricante44: 

4.8 Selección de células transfectadas 

La eficiencia de la nucleofección en las CEM se determinó mediante cuantificación de 

células que positivas para FLAG, estas células fueron sometidas a selección por 48 

horas con puromicina en DMEM completo, con cambio de medio cada 24 horas. Después 

de este procedimiento, la eficiencia de la selección fue calculada con la medición de anti 

FLAG. De las células resultantes de la selección, se realizaron cultivos y expansión hasta 

obtener la cantidad suficiente para la realización de extracción de proteínas, DNA 

genómico, siembra de curvas de crecimiento y congelamiento de las líneas. 

Estas se denominarán mediante la siguiente estructura: 

CEM XXX –Y PN1(PN2) 

Siendo el primer número de 3 cifras el número del donante, Y corresponderá a la guía (B 

o NT), PN1 es el pase de las CEM empleadas y PN2 es el pase post transfección. Esta 

nomenclatura se utilizará en los pasos siguientes del trabajo y permitirá comparar células 

de este y así ayudar en la correcta interpretación de los datos. 
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4.9 Extracción de DNA genómico  

Se extrajo el DNA genómico de cajas T75 de CEM en confluencia del 90% empleando el 

kit Wizard Plus SV Genomic DNA Purification System de Promega® de acuerdo con 

instrucciones del fabricante. Se cuantificó el DNA obtenido mediante Nanodrop y se 

analizó su calidad y pureza empleando las relaciones 260/280 y 230/280.   

4.10 Ensayo de la endonucleasa T7 

Se realizó PCR de los segmentos de interés usando los primers enunciados en la tabla 2. 

En 50uL de reacción usando 100ng de DNA genómico comparaciones realizadas con 

células WT y transfectadas con los plásmidos PX459-B y PX459-NT. 

Se hibridaron 200 ng de los productos de amplificación, se digirieron mediante el uso de 

la Endonucleasa T7 I (NEB, M0302L) por 30 minutos a 37ºC, el resultante se corrió en un 

gel de agarosa al 2% de acuerdo con instrucciones del fabricante. Y se analizaron los 

resultados mediante la fórmula: % modificación génica= 100 x (1 – (1- fracción 

digerida)1/2)45         

La obtención de la intensidad de los picos resultado del clivaje enzimático se obtuvo 

mediante el uso del Software ImageJ de acuerdo con protocolos previamente descritos. 

45. Extracción y cuantificación de proteínas 

Se realizó extracción de proteínas mediante el método de RIPA (R0278-50ML – Sigma 

Aldrich®) . Brevemente, se lavaron las cajas T75 con CEM en crecimiento hasta el 90% 

de confluencia, se retiró el medio y se realizaron 2 lavados con PBS 1x frío (Gibco®), se 

retiró el PBS y se agregaron 300uL de buffer de RIPA con inhibidor de proteasas 1x 

(Sigmafast) manteniendo la caja T75 10 minutos en hielo, se retiró mediante micropipeta 

y se transferió el lisado a un tubo de 1.5mL, se pasó el lisado 3 veces a través de una 

jeringa de insulina, se centrifugó a 14000g por 15 minutos, el sobrenadante fue colocado 

en un nuevo tubo, se almacenó separará una alícuota de 10ul para su posterior 

cuantificación mediante la técnica de Bradford. Los extractos proteicos fueron 

almacenados a -20ºC hasta su uso.  
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4.11 Inmuno Blot 

Se tomó el equivalente a 30ng de proteína y se adicionó buffer de Laemli (Biorad®) a una 

concentración final de 1x en presencia de 350mM de DTT y 8M de urea, se calentaron 

las muestras a 95ºC por 10 minutos, posteriormente se corrieron en un gel de 

poliacrilamida (gel concentrador 5% y gel separador 8%) a 70V por una hora y 45 

minutos, se realizó transferencia a membranas de PVDF a 200mA por 2 horas, se 

bloquearon las membranas en una solución de leche descremada al 5% en solución 

salina tamponada con tris al 0.1%  (TBST) durante 1 hora, posteriormente se incubó con anti-

GALNS (PA5-35061 de ThermoFisher)  en la solución de bloqueo descrita por 16 horas(este 

anticuerpo se une a un epítope generado por la porción final del exón 7 e inicial del exón 8) , 

se realizaron lavados con TBST y se incubaron durante una hora con Goat anti rabbit ligado a 

HRP (ab97051 Abcam®), se realizaron lavados con TBST y se revelarán las membranas 

mediante el uso de solución de revelado (BIORAD), las membranas serán vistas en un foto 

documentador y las imágenes serán analizadas mediante el software ImageJ (NIH). 

La proteína seleccionada como control de carga fue actina, para el cual se empleó el 

anticuerpo mouse/human/b actin (Catalog # MAB8929 R&D) con una incubación de 1 hora 

para el anticuerpo primario y de 2 horas del anticuerpo secundario (Rabbit anti-mouse) 

4.12 Actividad enzimática 

La medición de la actividad enzimática se realizó mediante el ensayo de sal sódica de 4-

Metillumbelliferil β-D-Galactopyranoside-6-sulfato, el cual es un sustrato fluorogénico de 

la enzima GALNS que mediante conversión de 4-MU-Gal-6S a 4-MU emite fluorescencia 

a 320nm a pH ácido y a 360nm en pH básico según lo descrito previamente por Van 

Diggelen 46 
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Ilustración 6: Estructura del 4-Metil umbeliferil b-D-galactopiranosido-6-sulfato. 

Modificado a partir de: https://www.caymanchem.com/pdfs/20907.pdf 

 

Este ensayo se realizó como modificación de forma previamente descrita:46 

Se tomaron células nucleofectadas con los plásmidos PC459-sgARN seleccionadas, 

fueron cultivadas hasta 80% de confluencia en cajas T75. Se extrajeron proteínas 

mediante métodos físicos, se realizó la cuantificación de las mismas y se adicionaron 

50ug de proteínas y 30ul de 1nM de MU-Gal-6S en 0.1M de NaCl, 0,1M Acetato de sodio 

a pH 4.3, Se realizó incubación por 17 horas a 37ºC y se terminó la reacción con 200uL 

de 10.5M de Na2CO3/NaHCO3 pH 10.7, se realizó medición de la fluorescencia emitida 

por los extractos proteicos usando como blanco los reactivos utilizados sin presencia de 

proteínas, y otro con presencia de albúmina y como controles positivos se empleó la 

actividad basal de los mismos donantes sin nucleofección con los sgARN específicos. La 

medición de la fluorescencia se realizó por triplicados para cada uno de los grupos 

experimentales. Se cuantificó de la fluorescencia relativa respecto a los controles 

positivos y la normalización de los valores y máxima generación de 4-MU en presencia 

de β-Galactosidasa de Aspergillus oryzae (Sigma Aldrich ®) con el fin de disminuir 

variabilidades atribuibles a función de β-Galactosidasa de los extractos. 

4.13 Ensayo de proliferación celular 

Posteriormente se realizaron ensayos para determinar los efectos de la sobreexpresión 

de Cas9 e inactivación de GALNS en la viabilidad y proliferación de las células. En este 
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caso, se sembraron los diferentes grupos en placas de 12 pozos a una densidad de 3500 

células por cm2. Se realizó cultivo y conteo de las células durante el tiempo requerido 

previo a su no crecimiento por confluencia, los datos fueron recolectados y analizados  

4.14 Ensayo de diferenciación osteogénica  

Se sembraron las células en placas de 24 pozos a una densidad de 5000 células/cm2, se 

dejaron en condiciones estándar de cultivo por 2 días, se reemplazó el medio de 

crecimiento por Medio de diferenciación osteogénica (ThermoFisher®), se realizó cambio 

de este cada tercer día, después de 21 días se realizó tinción con rojo de Alizarina para 

determinar el depósito de calcio  47 y se realizó análisis de imagen mediante el uso del 

Software ImageJ, se compararon las intensidades de los depósitos de calcio. 
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5. Resultados 
 

Los resultados del presente estudio se presentarán de acuerdo con los programas de 

investigación de los objetivos específicos. 

5.1 Programa de investigación I: Diseñar un mecanismo 
de edición génica para el knock-out del gen GALNS 
en células estromales mesenquimales mediante el 
uso de CRISPR-Cas9. 

Confirmación del vector 

Tras la selección y clonación de los gARN en el plásmido PX459, los productos de PCR 

de la región flanqueante al sitio de inserción fueron enviados a secuenciación tipo 

Sanger. Los archivos en formato .ab1 fueron analizados mediante el uso del software 

FinchTV; a continuación se muestran los resultados de secuenciación para cada una de 

las guías (en rojo se muestran los adaptadores de las secuencias): 

 

Ilustración 7: Electroferogramas de secuenciación tipo Sanger confirmatoria de ligación 

PX459-sgARN-A 

Secuencia: CACCGTGAGCAGGAGCAGGATGTTG 

 

PX459-sgARN-B 

Secuencia: CACCGACACCGCAGGAGATTGTGGG 
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PX459-sgARN-C 

Secuencia: CACCGATCTCCCAGTCCCTGTACAC 

  

PX459-sgARN-D 

Secuencia: CACCGACGGCGTCTCCATACCTGC 

 

PX459-sgARN-E 

Secuencia: CACCGCGAGCACTCACCTTGTTCG 

 

PX459-sgARN-non targeting 

Secuencia: CACCGCATATATTGCACACAATTAGTTTACTCG 



Desarrollo de un modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en células estromales mesenquimales 

humanas mediante el uso de CRISPR-Cas9 

5.2 Programa de investigación II: Inducir mutagénesis en 
células estromales mesenquimales mediante el uso de 
CRISPR/Cas9 

Transfección y establecimiento de líneas celulares 

Se realizó inicialmente transfección de CEM con el plásmido PX459-sg-NT con eficiencias 

entre el 21% y el 32.3% lo cual era esperado para la transfección de plásmidos de este 

tamaño en CEM, ejemplo en Ilustración 8. 

 

Ilustración 8: Citometría de flujo de CEM transfectadas con el constructo mostrando la expresión de Cas9. a) Células no 

transfectadas (control negativo), b) células nucleofectadas y marcadas con anticuerpo APC anti-FLAG sin selección de 

puromicina mostrando la eficiencia de transfección. 

En concordancia a este resultado, el siguiente paso fue la realización de una curva de 

selección con puromicina para encontrar 3 concentraciones necesarias para la selección de 

las células que expresaran Cas9. De esta forma, se sembraron CEM a una densidad de 3450 

células/cm2 en una placa de 24 pozos, todos los pozos fueron utilizados y por triplicados las 

células fueron expuestas a diluciones seriadas de puromicina con el fin de identificar 4 

concentraciones del antibiótico en el medio de cultivo de acuerdo con las indicaciones del 

fabricante44, ver Ilustración 9. 
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Ilustración 9: : Curva de selección seriada con puromicina 

a) Esquema de realización de diluciones seriadas de Puromicina en DMEM completo.  

b) Morfología celular de las células tras exposición a puromicina. Línea negra muestra escala. 500nm. Estas curvas fueron 

realizadas en 2 donantes celulares (148 P2 y 202 P3) Control visualizado hasta las 24 horas de cultivo, tras 30 horas 

alcanza confluencia por lo que no se realizan más registros fotográficos. Grupo 1ug: No hay presencia de células 

viables tras 24horas. 0.25ug: concentración mínima a la que se encuentran células viables a las 24 horas. 0.0625ug/ml 

concentración citostática. 

 

Por lo anterior, se toman las siguientes concentraciones para los próximos experimentos. 

• Dosis óptima 0.25ug/mL 

• Dosis alta 0.5ug/mL 

• Dosis baja con visualización mínima de toxicidad: 0.16ug/mL 

• Dosis que inhibe crecimiento sin toxicidad visible: 0.0625ug/mL 
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Selección de células transfectadas 

Para la continuación de los experimentos se seleccionó el plásmido que contiene la guía 

sARN-B dados los que los resultados in silico mostraron las mejores probabilidades de edición 

in target.  

Teniendo establecidas las concentraciones de puromicina, se decisión emplear la dosis 

óptima de 0.25ug/mL durante 48 horas para la selección de células que expresan la proteína 

Cas9, tras lo cual se realizó nueva marcación con Anti-Flag. Resultados representativos 

mostrados en Ilustración 10.  

 

 

 

 

Ilustración 10: Citometría de flujo. Transfección y selección de CEM 202 P2(P1) con puromicina. Imagen representativa de a) 

control negativo de la marcación, b) CEM 202-sgB P2(P1) c) CEM 202-sgNT P2(P1). 

Los donantes utilizados presentaron las siguientes eficiencias post selección 

Tabla 3: Porcentajes de expresión de Ca9-FLAG en CEM pre selección y post selección. 

 148 B 148 NT 154 B 154 NT 202 B 202 NT 206 B 206 NT 

Pre 28 26.3 18.8 16.0 18.2 16.3 26.4 28.7 

Post 98.7 96.3 76.5 88 90.8 91.6 94.8 94.6 
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Ilustración 11: Resultados de células transfectadas pre y post selección con puromicina. *** p < 0.001 (t-test) 
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5.3 Programa de investigación III: Determinar la tasa de 
mutagénesis generada en células estromales 
mesenquimales y el impacto en la síntesis proteica y la 
actividad enzimática de GALNS.  

Determinación de la tasa de mutagénesis  

El método elegido para evaluar la eficiencia de clivaje in target fue el ensayo de T7 

endonucleasa que permite estimar la presencia de edición in target usando doble híbridos de 

productos de PCR. En la Ilustración 12 se puede observar el gel de PCR con los productos de 

clivaje, el análisis se realizó mediante la comparación de la intensidad de los picos mediante 

el uso del Software ImageJ de acuerdo con protocolos previamente descritos45.  

 

Ilustración 12: Ensayo de T7 endonucleasa de los fragmentos de PCR. Se muestran resultados de gel representativo. Este gel 

presenta un corte entre los pozos 2 y 3 con el fin de remover un pozo vacío 

De acuerdo con lo anterior la eficiencia del clivaje fue la siguiente (ver Tabla 4) 

Tabla 4: Eficiencia del clivaje del ensayo de T7 endonucleasa 

Donante Porcentaje de clivaje Porcentaje de positividad para FLAG 

CEM148-B 21.48 98.7 

CEM202-B 18.62 90.8 

CEM206-B 6.97 94.8 

CEM154-B 0 76.5 

CEM148-NT 0 96.3 

CEM202-NT 0 91.6 

CEM206-NT 0 94.6 

CEM154-NT 0 88 
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Este resultado muestra la mayor tasa de clivaje en el donante CEM 148, lo cual se encuentra 

en concordancia con una mayor eficiencia de selección de células mediante el uso de 

puromicina. Seguido de CEM 202B Y CEM206B, mientras que CEM 154B no tuvo clivaje. 

Como era esperado para donantes homocigotos para el locus analizado, las líneas celulares 

transfectadas con el plásmido PX459-NT no presentaron clivaje. 

Síntesis proteica de GALNS 

Se realizaron inmunoblots para evaluar el impacto en la síntesis proteica de GALNS,  

 

Ilustración 13: Imagen representativa de inmunoblots realizados. 

Se realizan cortes para simplificación de la imagen, CEM 148 y CEM 154 realizados en membranas diferentes, CEM 202 y 206 se 

realizaron en la misma membrana a derecha e izquierda del marcador de peso molecular. a) CEM 148- WT P3, CEM 148-NT 

P5(P3) y CEM 148-B P5(P4). b) CEM 154-WT P3, CEM 154-NT P5(P2) y CEM 154-B P5(P4). c) CEM 202-WT P3, CEM 202-NT 

P5(P2) y CEM 202-B P6(P4). d) CEM 206-WT p4, CEM 206-NT P4(P2) y CEM 206-B P6(P4). 

La densitometría se muestra a continuación. 
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Ilustración 14: Análisis de ImageJ que muestra diferencias en la medición de GALNS en el inmunoblot. * = p = 0.05 
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Este ensayo mostró una reducción del 78% en la cantidad medida de GALNS en la banda de 

57kDa, mediante el uso de inmunoblot sin diferencias estadísticamente significativas en los 

demás grupos, de igual forma, se observó un aumento en la medición de la proteína GALNS 

en el mismo peso molecular para los grupos CEM 206-B Y CEM-154-B. 

Donante Porcentaje de 

clivaje 

Porcentaje de positividad 

para FLAG 

% de reducción de 

proteína GALNS 

CEM148-B 21.48 98.7 78 

CEM202-B 18.62 90.8 26 

CEM206-B 6.97 94.8 (25) 

CEM154-B 0 76.5 (28) 

CEM148-NT 0 96.3 0 

CEM202-NT 0 91.6 0 

CEM206-NT 0 94.6 0 

CEM154-NT 0 88 0 

 

Ensayo de actividad enzimática 

Con el fin de establecer el impacto de los cambios observados en DNA y en cuantificación de 

proteína, se realizó el ensayo funcional basado en sal sódica de 4-Metillumbelliferil β-D-

Galactopyranoside-6-sulfato como previamente descrito.  
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Ilustración 15: Actividad enzimática relativa mediante el ensayo de sal sódica de 4-Metillumbelliferil β-D-Galactopyranoside-6-

sulfato. El eje Y muestra el porcentaje normalizado sobre la línea celular WT del mismo donante. 

En resumen, la actividad enzimática relativa de los grupos muestra la distribución de la 

Ilustración 16, con significancia estadística encontrada solamente en CEM148-B Y CEM 202-

B. 
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Ilustración 16: Actividad enzimática relativa. 



 49 

 

5.4 Programa de investigación IV: Determinar el impacto de 
la deficiencia de la enzima GALNS en proliferación 
celular y diferenciación a linaje osteogénico en células 
estromales mesenquimales. 

Ensayo de proliferación celular 

Teniendo los resultados de los previos programas de investigación, cuyo resumen se 

encuentra en la Tabla 5, se realizó la cuantificación de la proliferación celular de las líneas 

celulares obtenidas. 

Tabla 5: Tabla de resumen parcial de resultados 

Donante % de 

clivaje 

% de positividad 

para FLAG 

% de reducción de 

proteína GALNS 

Media del % actividad 

enzimática 

CEM148-B 21.48 98.7 78 68* 

CEM202-B 18.62 90.8 26 82* 

CEM206-B 6.97 94.8 (25) 96 

CEM154-B 0 76.5 (28) 98 

CEM148-NT 0 96.3 0 95 

CEM202-NT 0 91.6 0 91 

CEM206-NT 0 94.6 0 93 

CEM154-NT 0 88 0 97 

 

 En este caso, se sembraron los diferentes grupos en placas de 12 pozos a una densidad de 

3500 células/cm2 y se realizó cultivo y conteo de las células durante el tiempo requerido 

previo a su no crecimiento por confluencia. Los datos fueron recolectados y analizados y se 

presentan a continuación. 
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Análisis estadístico realizado mediante ANOVA de 2 vías con corrección mediante test de Dunnet. Se presentan resultados 

estadísticamente significativos marcados por *** equivalentes a <0.001 p 

 

Adicionalmente se calculó el tiempo de doblaje poblacional como previamente descrito usando 

la fórmula 𝑇𝐷𝑃 = (𝐷í𝑎𝑠 𝑑𝑒
𝑝𝑎𝑠𝑒

𝐷𝑜𝑏𝑙𝑎𝑗𝑒 𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙
) 𝑥 24 con un resultado esperado de 35 ± 6 

horas47,48. 

Tabla 6: Tiempo de doblaje poblacional 

  Grupo TDP 

148 

B 87.23 

WT 27.76 

NT 29.08 

154 

B 29.08 

WT 22.36 

NT 27.69 

202 

B 92.02 

WT 41.62 

NT 39.84 

206 

B 37.50 

WT 26.41 

NT 33.40 
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Ilustración 17: Curvas de crecimiento celular. 
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De acuerdo con lo anterior, el tiempo de doblaje poblacional aumentó considerablemente en 

los grupos CEM 148-PX459-sgB y CEM 202-PX459-sgB, mientras que en CEM 206-PX459-

sgB la tasa global de proliferación no se redujo, aunque se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas durante los días 7 y 8 de cultivo.  

Ensayo de diferenciación osteogénica 

De acuerdo con el protocolo enunciado previamente, se realizó la marcación de depósitos de 

calcio con rojo de Alizarina, fotos representativas de los mismos se muestran en la Ilustración 

18Ilustración 19Ilustración 21. El análisis se realizó con el software ImageJ midiendo el 

porcentaje de depósito de calcio en cada uno de los cuadros de imágenes tomados 

distribuidos de forma homogénea en los pozos (n = 6) y la prueba estadística empleada fue 

una ANOVA de 1 vía con corrección de Tukey’s para comparaciones múltiples por cada 

donante. 

Diferenciación osteogénica donante 148 

 

Ilustración 18: Diferenciación osteogénica donante CEM148 

a, b c y d) CEM148-sgB-P6(P5), imágenes e y f) corresponden a CEM148-WT(P6) g y h) CEM148-NT P5(P4).  
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Diferenciación osteogénica donante 154 

 

Ilustración 19: Diferenciación osteogénica donante CEM154 

a, b c y d) CEM154-sgB-P4(P3), imágenes e y f) corresponden a CEM154-WT(P5) g y h) CEM154-NT P5(P4). 

 

Diferenciación osteogénica donante 202 

 
Ilustración 20: Diferenciación osteogénica donante CEM202 

a, b c y d) CEM202-sgB-P6(P5), imágenes e y f) corresponden a CEM202-WT(P5) g y h) CEM202-NT P5(P4). 

 

Diferenciación osteogénica donante 206 

 
Ilustración 21: Diferenciación osteogénica donante CEM206 

a, b y c) CEM206-sgB-P6(P5), imágenes e y f) corresponden a CEM202-WT(P5) g y h) CEM202-NT P5(P4). 
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Ilustración 22: Análisis de las diferenciaciones osteogénicas mediante el uso de rojo de Alizarina. 

Convenciones: * < 0.05, ** <0.005, *** < 0.0005, ns no estadísticamente significativo. 

6. Recursos de software y análisis estadístico 
 

• La recolección de los datos y el registro cronológico de la fase experimental quedó 

registrada en Excel y en bitácora física. 

• La selección de las guías se realizó con el apoyo del software CHOPCHOP 

desarrollado por investigadores de la Universidad de Harvard42,49 y en la plataforma 

Benchling [Biology Software]. (2018) disponible en https://benchling.com. El cálculo de 

la eficiencia de las guías diseñadas sin apoyo de software fue calculada a su vez en 

Benchling, 

• Las ilustraciones fueron realizadas en Biorender disponible en BioRender.com (2022) 

• Las imágenes in silico se diseñaron con UCSF chimera en base a las secuencias 

depositadas en PDB.  

• Los datos de citometría fueron visualizados y analizados con el Software FlowJo 

versión X.1.07 

• Las densitometrías de las inmunohistoquímicas fueron tomadas usando el software 

ImageJ. 

• El análisis estadístico y las gráficas fueron realizadas mediante el uso de GraphPad 

Software, Inc. (Acceso:2020) y R Studio (R version 4.0.3 - 2020-10-10) 

 

 

https://benchling.com/
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7. Discusión 
 

Sobre el diseño experimental y selección de los sgARN 

En este proyecto se buscó desarrollar un modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la 

enzima GALNS en células estromales mesenquimales humanas mediante el uso de CRISPR-

Cas9. Para esto, se seleccionaron gARN con una alta probabilidad de edición in target y con 

menor posibilidad de presentar efectos off target. La guía denominada gARN-B tiene la 

particularidad de haber sido rastreada manualmente con el objetivo de generar una disrupción 

en regiones asociadas al bolsillo catalítico de la enzima GALNS. Cabe resaltar que gran parte 

de las variantes patogénicas asociadas a defectos severos en la función enzimática se 

asocian a la disrupción de aminoácidos en el bolsillo catalítico hidrofóbico de la proteína lo 

que explicaría la tasa de éxito alcanzado con la guía sgARN-B, como se observa en el residuo 

objetivo de la edición encuentra en una posición crítica funcional y estructural. 

 

Ilustración 23: Estructura de GALNS con aumento (cuadro naranja) de sitio catalítico. 

En cian se muestra el residuo Tyr108, y la esfera verde representa el ion calcio presente en esa posición en la estructura 

cuaternaria de la enzima. 
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Sobre la selección de células positivas para la expresión de Cas9-Flag 

La generación de líneas celulares con knockout de genes específicos a partir de cultivos 

primarios es un reto experimental complejo. La necesidad de alcanzar cantidades celulares 

suficientes para el estudio, con la menor cantidad de pasajes, genera una limitante en el 

tiempo disponible para la realización de experimentos. Por esta razón, el método de selección 

con puromicina resulta adecuado en comparación a otros métodos como el sorting celular 

mediante el uso de proteínas fluoromarcadas. En este caso en particular, el uso de un 

plásmido no integrativo permite disminuir las interferencias atribuibles a la inserción de 

fragmentos de DNA recombinante de forma aleatoria en el genoma de las células y permite la 

expresión transitoria de Cas9 y sgARN que disminuye el riesgo de reedición en el locus target 

y de off-targets. En este estudio se realizó la comparación de 4 donantes diferentes de CEM, 

los cuales presentaron disímiles tasas de selección con puromicina, este resultado, a su vez 

se asocia a diferencias en el comportamiento celular observado en ensayos corriente abajo.  

Sobre el inmunoblot 

El inmunoblot para la proteína GALNS presentó una baja resolución asociada a las 

dificultades técnicas asociadas al estudio de proteínas que presentan homodimerización, 

fosforilación y glucosilación adicional a la expresión de transcritos más cortos de 40 y 19kDa 

descritos previamente en otros trabajos26,50. Para este estudio se requirió el uso de 

condiciones altamente reductoras con DTT y urea con el fin de disminuir la presencia de 

dímeros proteicos y el análisis densitométrico se realizó sobre la isoforma presente en la 

banda de 57kDa la cual es la que constantemente se evidencia en diferentes tipos celulares. 

A pesar de la baja resolución, se pueden observar diferencias entre la cantidad de la proteína 

de GALNS en los grupos experimentales expuestos al plásmido PX459-sgARN-B con 

respecto a los controles el cual fue evidente en el grupo CEM 148-sgARN-B en asociación con 

la alta eficiencia de selección de clones positivos como fue descrito en el previo apartado.  

Para el caso del grupo CEM 154-sgARN-B, CEM 202-PX459-sgB y CEM 206-PX459-sgB el 

enriquecimiento celular fue menor, y las diferencias en el inmunoblot no fueron evidentes, esto 

puede asociarse a tipos de edición celular in target que no afectan la expresión proteica o a la 

no edición, lo cual requiere de ensayos adicionales para su confirmación como los realizados 

en este ensayo como el análisis de DNA de las regiones de interés y de la estimación de la 

función enzimática de GALNS. 
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Sobre el ensayo de T7 endonucleasa 

El ensayo de endonucleasa es una gran fuente de información sobre la presencia de edición 

in locus de los experimentos realizados. Este permite la detección de pequeñas inserciones o 

deleciones en fragmentos de PCR de la región genómica de interés, es necesario la presencia 

de un mal apareamiento de las hebras de DNA posterior al melting e hibridación de estas. Es 

de resaltar que el resultado no expresa el porcentaje de edición sino la tasa de mismatch 

posterior a la re-hibridación de las hebras, por lo que no debe ser confundida con tasas de 

Indels en el grupo celular. Por esta razón estudios previos han intentado asociar la tasa de 

clivaje al porcentaje de mutación con el fin de tener una idea global del espectro mutacional 

del grupo celular como se evidencia en la Ilustración 24. 

 

Ilustración 24: Porcentaje de reporte de NHEJ comparando el ensayo de T7 con NGS. Tomado de51 

Para el caso del donante CEM 148-PX459-sgB la tasa de clivaje fue del 21% y del 0% en los 

controles mostrando que el hallazgo es asociado a edición y no a posible heterocigosidad del 

sitio de clivaje por variantes propias del donante. Esta fue la tasa más alta de los donantes 

evaluados en concordancia con los resultados explicados previamente. También sugiere que 

las variantes predominantes en el grupo celular producen una disminución de la expresión 

proteica que puede estar debida a generación de codones de parada tempranos, que no 

permiten la evaluación de la proteína por medio de inmunoblot ya que el anticuerpo se une a 

un epítope generado por la porción final del exón 7 e inicial del exón 8 que se encuentra 

corriente abajo del sitio de edición de interés que está en el residuo Tyr108 ubicado 6pb 

posterior al inicio del exón 4. 

CEM 206-PX459-sgB sgB tuvo una tasa de clivaje del 6.97% y CEM 202-PX459-sgB tuvo una 

tasa de clivaje del 18.2% a pesar de no tener diferencias en el inmunoblot lo cual podría estar 
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asociado a variantes con Indels que no generan disminución de la producción de la proteína 

como cambios missense que no se asocian a compromiso en la traducción del mARN 

corriente abajo. El impacto de estas variantes debe ser evaluado mediante ensayos 

funcionales, uno de los cuales fue propuesto y realizado en este proyecto. 

CEM 154-PX459-sgB sgB no tuvo clivaje y tampoco diferencias en el inmunoblot lo que 

genera la necesidad de ampliar los estudios al donante seleccionado, variantes en la región 

que corresponden a la PAM podrían explicar la no edición ya que la eficiencia de selección fue 

del 86.5% que se esperaría debieron generar algún tipo de cambio con el sistema 

seleccionado. 

Sobre los ensayos funcionales 

Este experimento permite determinar el impacto funcional de las diferencias observadas en el 

inmunoblot y el ensayo de T7 endonucleasa. Para el caso del donante CEM148-PX459-sgB la 

reducción de la actividad enzimática fue del 30% a pesar de no evidenciar bandas en el 

inmunoblot. Esto puede ser debido a la presencia de transcritos cortos que retengan 

capacidad enzimática y que no se hayan podido evidenciar en la membrana, o actividad 

residual de algunas células del pool celular que no presenten edición o pérdida de función. 

Estas hipótesis deben ser evaluadas y la adecuada interpretación de este hallazgo deberá ser 

realizada tras la generación de líneas isogénicas a partir de las muestras que fueron 

congeladas a partir de este estudio. 

El donante CEM 154-PX459-sgB presentó la mayor variabilidad en el ensayo, y al igual que el 

donante CEM 206-PX459-sgB, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

entre los grupos. Esto se observa en relación a la nula y baja tasa de clivaje en el ensayo de 

la nucleasa de T7 respectivamente. 

El donante CEM 202-PX459-sgB presentó reducción estadísticamente significativa con 

respecto a sus controles lo que muestra que cierto grupo del pool celular presenta variantes 

que tienen impacto en la función enzimática de GALNS. 

Adicionalmente, este ensayo fue realizado por duplicado debido a la baja disponibilidad del 

reactivo 4-mu que es el sustrato de la enzima. Esto probablemente requerirá a futuro nuevos 

montajes con el fin de comprobar los valores obtenidos. 

Sobre las curvas de proliferación 
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El donante CEM148 presentó el mayor compromiso en proliferación celular con un aumento 

de la tasa de doblaje poblacional de a 87 horas. Este resultado se asocia a la mejor tasa de 

selección con un enriquecimiento celular positivo para FLAG que pasó del 28% al 98.7% post 

selección, de la mayor reducción en la cantidad de proteína de GALNS medida en el 

inmunoblot y la mayor reducción de la actividad enzimática, lo cual podría eventualmente 

explicar  el compromiso proliferativo observado, las diferencias encontradas no son debidas al 

efecto deletéreo a mediano plazo que tiene la puromicina en las células dado que el control 

transfectado con el plásmido que contiene la secuencia non-targeting tienen una tasa de 

expansión igual al control no transfectado. 

Los donantes CEM 154-PX459-sgB y CEM 206-PX459-sgB no presentaron diferencias en la 

tasa de doblaje poblacional en concordancia con la no edición celular evidenciada en los 

experimentos de T7 e inmunoblot. 

Por otro lado, el donante CEM 202-PX459-sgB presentó reducciones discretas de la función 

enzimática con compromiso de la proliferación celular en parte de la curva y un aumento 

estadísticamente significativo de la tasa de doblaje poblacional. 

Sobre los ensayos de diferenciación osteogénica 

La evaluación cualitativa del depósito de calcio mediante la tinción de Alizarina permite ver 

contrastes entre los grupos evaluados, la disminución de este indicador de diferenciación 

osteogénica fue ostensible en el grupo CEM 148-PX459-sgB lo cual es sugestivo de un 

compromiso en la función osteogénica de las células afectadas. Previamente se ha descrito la 

alteración de la organización de condrocitos en biopsias de pacientes con enfermedad de 

Morquio29 y su aumentada vacuolación, pero poco se ha evaluado el impacto de esta 

deficiencia enzimática en procesos de diferenciación osteogénica. 

Los grupos CEM 154-PX459-sgB y CEM 202-PX459-sgB no presentaron diferencias 

estadísticamente significatives en el análisis de intensidad de marcación con rojo de Alizarina, 

y en el grupo CEM 206-PX459-sgB la reducción fue discreta, en concordancia con la 

reducción de la actividad enzimática relativa. 
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8. Conclusiones 
 

 

En este trabajo se han generado líneas celulares de 4 donantes con diferentes tasas de 

compromiso asociado a la deficiencia de la enzima GALNS la cual tiene un impacto deletéreo 

en la proliferación celular de CEM de gelatina de Wharton y su potencial de diferenciación a 

linajes osteogénico, lo que se encuentra estrechamente relacionado con la reducción en la 

actividad enzimática.  

El análisis del compromiso debe acompañarse de ensayos en DNA, proteína, función 

enzimática y fenotipo celular con el fin de establecer posibles explicaciones del compromiso. 

La selección de las gARN para la generación de knockout celulares requiere de conocimiento 

de la función de la proteína blanco y del patrón mutacional que ha sido considerado de 

relevancia clínica. 

El presente estudio valida el potencial de producir líneas celulares de origen mesenquimal 

(derivadas de células estromales mesenquimales humanas) con mutaciones constitutivas del 

gen GALNS. A pesar del desafío técnico ligado a la dificultad de modificación génica de este 

tipo de células primarias, el abordaje metodológico resultó en la generación exitosa de 2 de 4 

donantes de células mesenquimales primarias con deficiencia funcional de GALNS. Esto abre 

la puerta para posterior generación de modelos celulares que permita realizar estudios futuros 

relacionados con la fisiopatología y respuesta terapéutica a nivel celular de la enfermedad de 

Morquio IIA.  
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9. Limitaciones y perspectivas 
 

Es necesaria la generación de líneas celulares isogénicas para evaluar el impacto de 

variantes específicas en las variables estudiadas y se debe complementar la evaluación de la 

diferenciación osteogénica con marcadores por PCR de genes cruciales en este proceso. 

Dada la fisiopatología de la enfermedad, se debe evaluar el compromiso funcional lisosomal, 

así como el tamaño y contenido de los mismos. 

El estudio de cultivos en 2 dimensiones es limitado, por lo que la realización de ensayos en 

formato 3D permitirá describir el comportamiento celular en condiciones cercanas a las 

fisiológicas. 

Completar diferenciación condrogénica permitirá conocer la interrelación de los procesos de 

diferenciación y ayudará a una mejor descripción patológica de la enfermedad. 
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10. Productos 
 

Este proyecto fue realizado con el fin del entrenamiento de una estudiante de maestría. 

Se realizó el proyecto de tesis de maestría como requisito de grado presentado en este 

trabajo. 

Se realizó la presentación del póster “Development of an in vitro model of the GALNS enzyme 

deficiency in human mesenchymal stromal cells using the CRISPR/Cas9 system” Presentado 

en el Congreso Virtual “CRISPR and Beyond: Perturbations at Scale to Understand Genomes” 

Realizado del 1 al 3 de Septiembre de 2021 por Wellcome Genome Campus UK. 
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11.  Aspectos éticos 
 

 

De acuerdo con la resolución 8430 de 1993 del Ministerio de salud “Por la cual se 

establecen las normas científicas, técnicas y administrativas para la investigación en 

salud”, este proyecto se considera de riesgo mínimo ya que las células estromales 

mesenquimales fueron obtenidas como recolección de cordones umbilicales durante el 

parto de gestantes atendidas en la red distrital de Hospitales Públicos de Bogotá, 

posterior a la explicación del procedimiento y firma voluntaria del “Consentimiento 

informado para la donación voluntaria de muestra de tejido de cordón umbilical – Sección 

C - Código SDS-PSS-FT-354V.1” 

Las muestras serán procesadas en los laboratorios de la Unidad de Terapias Avanzadas 

del Instituto Distrital de Ciencia, tecnología e innovación en salud (IDCBIS) manteniendo 

la confidencialidad sobre el origen de las muestras. 
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ANEXO 

A.Consentimiento informado 
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