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ABSTRACT

Introduction: transferrin is a glycoprotein produced in the liver, whose function is to transport iron to
the tissues. It has been used mainly for the differential diagnosis of anemias as a biomarker. There are
different isoforms due to the difference in their glycosylation patterns. This microheterogeneity has
allowed its use as a biomarker for Congenital Disorders of Glycosylation; genetic diseases as a result of
mutations in genes that encode the enzymes of the post-translational mechanism of protein
glycosylation.

Objective: to evaluate the microheterogeneity of serum transferrin for the diagnosis of Congenital
Disorders of Glycosylation in Cuba

Methods: a descriptive and cross-sectional study was developed at the National Center for Medical
Genetics in the period from 2016 to 2022. The analytical method used was the transferrin isoelectric
focusing with immunofixation described by Van Eijik et al in 1983. Serum samples from 26 patients
with multisystem clinical symptoms and suspicion of having a genetic disease without a definitive di-
agnosis were processed

Results: the IEF with immunofixation used allowed us to determine the glycosylation pattern of serum
Tf. An altered Tf glycosylation pattern was found in four samples, two of type | and two of type II.
Conclusions: the IEF method to evaluate Tf glycoforms allowed the positive diagnosis in four patients,
thus demonstrating the presence of Congenital Disorders of Protein N-glycosylation in Cuba
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Introduccion: la transferrina (tf) es una glicoproteina producida en el higado, cuya funcion es trans-
portar el hierro hacia los tejidos. Como biomarcador se ha empleado fundamentalmente para el diag-
nostico diferencial de anemias. Existen diferentes isoformas debido a la diferencia en sus patrones de
glicosilacion. Esta microheterogeneidad ha permitido su empleo como biomarcador de los Trastornos
Congénitos de la Glicosilacion; enfermedades genéticas debido a mutaciones en genes que codifican
las enzimas del mecanismo postraduccional de glicosilacion de proteinas.

Objetivo: evaluar la microheterogeneidad de la transferrina sérica para el diagnostico de los Trastor-
nos Congénitos de la Glicosilacion en Cuba.

Métodos: en el Centro Nacional de Genética Médica se desarrollo un estudio descriptivo y transversal
en el periodo comprendido entre el 2016 al 2022. El método analitico empleado fue el isoelectroenfo-
que (IEF) de transferrina con inmunofijacion descrito por Van Eijik y cols en 1983. Se procesaron
muestras de suero procedente de 26 pacientes con sintomas clinicos multisistémicos y sospecha de
presentar alguna enfermedad genética sin diagndstico definitivo.

Resultados: el IEF con inmunofijacion empleado permitio determinar el patron de glicosilacion de la Tf
sérica. En cuatro muestras se encontré un patron de glicosilacion de Tf alterado dos de tipo | y dos de
tipo II.

Conclusiones: el método IEF para evaluar las glicoformas de Tf permitié el diagnostico positivo en
cuatro pacientes, demostrando asi la presencia de Trastornos Congénitos de la N-glicosilacion de pro-
teinas en Cuba

Palabras clave: Transferrina; Biomarcador; Diagnostico; Trastornos Congénitos de Glicosilacion.

INTRODUCCION

Las mutaciones en los genes que codifican las enzimas involucradas en el proceso de glicosilacion de
proteinas y lipidos son la base molecular de los Trastornos Congénitos de la Glicosilacion (CDG, por sus
siglas en inglés Congenital Disorders of Glycosylation).' En 1980, Jaeken describi6 el primer caso y desde
entonces, se han identificado mas de 170 subtipos; dentro de estos, un importante grupo lo constituyen
los defectos en la N-glicosilacion.?* La N-glicosilacion es la modificacion co- y post-traduccional mas
compleja que sufren las proteinas. La primera etapa de la via ocurre en el citosol y en el reticulo
endoplasmatico rugoso, en esta se produce la sintesis y transferencia de un oligosacarido nicleo al
nitrogeno de la cadena lateral de un residuo Asparagina de la proteina naciente. El orden de los residuos
de monosacaridos asi como el tipo de enlace glucdsido entre ellos, esta definido por la accion especifica
de las glicosiltransferasas que intervienen en esta via. Durante la segunda etapa ocurre el procesamiento
especifico del nicleo de N-Glicano en el Aparato de Golgi. Se eliminan y adicionan monosacaridos segin
el tipo de glicoproteina en formacion medinte la combinacion de glicosiltransferasas y glicosidasas, de
elevada especificidad. Segln la etapa donde actle la enzima afectada, estamos en presencia de un
trastorno de la N-glicosilacion de tipo 1 o Il.

Las alteraciones organicas de los CDG se pueden expresar en diferentes etapas de la vida, involucrando
a cualquier sistema. Sin embargo, el amplio espectro clinico compromete mayoritariamente a los
sistemas: nervioso central y periférico, digestivo, musculo-esquelético, hematoldgico, inmune y
tegumentario."® El diagnostico es puramente bioquimico y molecular. El algoritmo comienza con la
identificacion de defectos en la glicosilacion de las proteinas y la etapa afectada. Para confirmar el
subtipo especifico, se requieren estudios adicionales para identificar la enzima defectuosa y el genotipo
correspondiente.
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El marcador bioguimico primordial es la transferrina (Tf) sérica, glicoproteina transportadora de hierro
en el plasma.®La Tf es sintetizada principalmente en los hepatocitos y esta presente en la sangre en gran
concentracion. Se encuentra formada por una cadena polipeptidica de 679 aminoacidos y un punto
isoeléctrico (pl) que puede variar entre 5,4 y 5,9. Cada molécula consta de dos lobulos de similar
estructura para la fijacion de Hierro. El grupo glucosidico esta constituido por dos cadenas complejas de
N-glicanos enlazadas a los residuos Asn 413 y Asn 611. Las isoformas se deben a la composicion de la
secuencia de aminoacidos, el contenido diferencial en Hierro y a la composicion de las cadenas de
carbohidratos. Estas cadenas varian en su grado de ramificacion y cada una puede presentar hasta cuatro
antenas. Si las dos etapas del proceso de N-glicosilacion de la proteina transcurre sin defectos, cada
antena terminara en un residuo de acido sialico (cargado negativamente) y la isoforma mayoritaria sera
la tetrasialotransferina (tetrasialoTf). Esta presenta cuatro terminaciones de acido sialico y su pl es de
5,4. Las isoformas que le siguen en concentracion son la pentasialotransferrina (pentasialoTf) y la
trisialotransferrina (trisialoTf). Ademas, circulan pequefas cantidades (menos del 2,5 %) de las
glicoformas con menos de tres residuos de acido sialico. Estas son denominadas genéricamente como Tf
deficiente de carbohidratos (TDC) y se corresponden con las isoformasasialoTf (pl 5,9),
monosialotransferrina (monosialoTf, pl 5,8) y disialotransferrina (disialoTf, pl 5,7). De esta manera, el
contenido en acido sialico puede variar desde 0-8 lo que determina la microheterogeneidad de la
molécula.””®

En pacientes con afectacion en la N-glicosilacion se produce un aumento de la concentracion de las
TDC y de la trisialoTf con patrones caracteristicos para cada una de las dos etapas. Esto constituye el
fundamento tedrico del diagndstico de los CDG de la ruta de la N-glicosilacion, siempre que se tenga en
cuenta los polimorfismos genéticos y el contenido de Hierro.'® Se han desarrollado varias técnicas para
evaluar la microheterogeneidad de la Tf, entre ellos se encuentran: la cromatografia liquida de alta
resolucion, la electroforesis capilar y la espectrometria de masas. El método analitico mas empleado es
el isoelectroenfoque (IEF) con inmunofijacion.' Un diagndstico temprano de CDG es crucial para ofrecer
un tratamiento a los sintomas que forman parte de la historia natural de cada tipo.'

En Cuba, hasta el 2016 no se habia registrado algun caso con este diagnostico por no contar con un
método analitico que permitiera evaluar la microheterogeneidad de la Tf. Por este motivo, la presente
investigacion se propuso introducir el empleo de la Tf sérica como biomarcador para la identificacion de
trastornos congénitos de la N-glicosilacion de proteinas en Cuba, a través de la evaluacion de su
microheterogeneidad mediante el IEF.

METODOS
En el Centro Nacional de Genética Médica se realizo un estudio observacional, descriptivo de serie

de casos, en el periodo comprendido entre el 2016 y 2022. La poblacion de estudio la constituyeron los
pacientes atendidos en las consultas de genética clinica de Cuba, con sospecha de padecer algin error
innato del metabolismo no dilucidado mediante los métodos protocolizados en dicha institucion. La
muestra quedoé conformada por 26 pacientes luego de aplicar una técnica de muestreo intencionado y de
realizar el proceso de consentimiento informado, teniendo en cuenta los siguientes criterios.

Criterios de inclusion

Pacientes con manifestaciones multisistémicas con evidencias de alteraciones hematoldgicas,
inmunoldgicas, hepaticas, gastrointestinales o neuroldgicas de etiologia desconocida.

Criterios de exclusion

Pacientes con menos de tres meses de vida cumplidos.

Pacientes que recibieron alguna transfusion de sangre 10 dias antes de realizar el estudio.

Criterios de salida
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Pacientes cuyas muestras bioldgicas no cumplieron con los parametros de calidad para ser procesadas
en el laboratorio.

Como muestra bioldgica se empled suero obtenido, de cada paciente, a partir de la centrifugacion
(3000 g, 5 min) de sangre total con EDTAK2 al 10% como anticoagulante. Se determind la concentracion
de Tf de cada uno mediante un método inmunoturbidimétrico en analizador quimico Mindray BS200E y se
les normalizd a 80g/L empleando solucion de cloruro de sodio al 0,9%. El mismo fue pre-tratado para
lograr la saturacion de la Tf sérica con hierro, en condiciones alcalinas. Para ello se adicion6 5 pL de
hidrogeno carbonato de sodio (0,5mmol/L) y 5 pL de cloruro de hierro (Ill) (20mmol/L) a 100 pL de suero.

El método analitico empleado fue el isoelectroenfoque de Tf con inmunofijacion descrito por de Jong
y van Eijik en 1988.13 Paralelamente, se procedio segln lo descrito en el procedimiento normalizado de
operacion y en el manual de instruccion del equipo model 111 Mini IEF Cell de BIORAD.

Se elaboro un gel de poliacrilamida como soporte (T: 12,5%), utilizando anfolitas con un rango pH 4-
7. Para la inmunofijacion se emple6 un anticuerpo policlonal anti-Tf humana. El revelado se realizo
mediante tincion con azul Coomasie, previa remocion del resto de las proteinas séricas mediante lavado
con solucion de cloruro de sodio al 0,9% durante 24 horas. La corrida electroforética procedio de la
siguiente forma:

Etapa 1(migracion de las anfolitas): 15 min a 100 V;

Etapa 2 (alineacion de las proteinas de la muestra): 15 min a 200 V,

Etapa 3(separacion de las isoformas de Tf): 1 h a 450 V

El resultado de la técnica de IEF fue analizado, cualitativamente, mediante visualizacion de los
patrones sugestivos de defectos de la etapa | o Il de la N-glicosilacion al compararlos con estandares
internacionales. Para tal analisis se dispuso de un control negativo y dos positivos (para ambos patrones)
aportados por el Centro de Diagnostico de Enfermedades Moleculares de Madrid, institucion certificada
internacionalmente para el diagnostico de estas entidades. Para garantizar la confiabilidad de los
resultados se practicaron ensayos de repetibilidad y reproducibilidad.

Para dar salida al objetivo propuesto se definieron cuatro variables. En la tabla 1 se definen los datos
correspondientes a estas.

La investigacion forma parte de un proyecto de investigacion institucional. Para su desarrollo, se
respetaron los principios enunciados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, que
establece los principios éticos para las investigaciones en seres humanos. 14

RESULTADOS

El método de EIF de Tf con inmunofijacion utilizado en el laboratorio reprodujo los patrones normales,
tipo | y Il de microheterogeneidad de la Tf sérica (figura 1).

Figura 1. Patrones electroforéticos de glicoformas de Tf establecidos internacionalmente y
obtenidos en el laboratorio.
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Fuente: elaboracion propia.

Nota: Imagen de la izquierda: patrones de EIF de Tf establecidos internacionalmente. Imagen de la
derecha: patrones de EIF de Tf obtenido en la investigacion. Nimeros verticales: 0 (banda de asialoTf);
1 (banda de monosialoTf); 2 (banda de disialoTf); 3 (banda de trisialoTf); 4: (banda de tetrasialoTf); 5:
(banda de pentasialoTf). Nimeros horizontales: carril 1 (control negativo); carril 2 (control positivo
patron |); carril 3: (control positivo patron II).

De las 25 muestras de pacientes evaluadas, cuatro mostraron un patron electroforético alterado. Dos
de estos correspondieron a un patron tipo | y dos a un patron tipo Il. En el resto de las muestras, se
obtuvieron patrones similares al control negativo.

A continuacion, se describen los datos de cada uno de ellos.

Paciente 6: masculino de 56 meses de edad con dafo neurolégico y cardiovascular severos,
coagulopatia, hipotonia, apnea, hepatomegalia. Patron de EIF-Tf tipo Il (figura 2). Diagnostico: trastorno
congénito de la segunda etapa de la N-glicosilacion de proteinas.

Paciente 10: femenino de 23 meses de edad con fallo de medro, disfuncion hepatica, hipotonia,
dismorfias fasciales, cardiomiopatia, mamilas invertidas, lipodistrofia e inmunodeficiencia. Patron de EIF-
Tf tipo | (figura 2). Diagnostico: trastorno congénito de la primera etapa de la N-glicosilacion de
proteinas, posible PMM2-CDG (CDG la).

Figura 2. Patrones electroforéticos de glicoformas de Tf de los pacientes 6 y 10. Imagen de la
izquierda: patrones de EIF de Tf establecidos internacionalmente.

C- 1 I 10 10 6 6 C-

Fuente: elaboracion propia.
Nota: Imagen de la derecha: patrones de EIF de Tf obtenido en la investigacion. Carril C- (control
negativo); carril | (control positivo patron 1); carril 1l: (control positivo patrén Il); carril 10 (suero de
paciente 10); carril 6 (suero de paciente 6)

Paciente 14: masculino de 18 meses de edad con cardiopatia, anemia, afectaciones neuroldgicas,
episodios de hipotermias, inmunodeficiencia. Patrén de EIF-Tf tipo Il (figura 3). Diagnoéstico: trastorno
congénito de la segunda etapa de la N-glicosilacion de proteinas CDG-II.
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Paciente 17: masculino de 8 meses de edad con enteropatia perdedora de proteinas, diarreas cronicas,
coagulopatia, vomitos recurrentes, signos de atrofia cortical y cerebelosa, hipoglicemia, anemia, edemas.
Patron de EIF-Tf tipo | (figura 3). Diagnostico: trastorno congénito de la primera etapa de la N-
glicosilacion de proteinas CDG-I, posible MPI-CDG (CDG Ib).

Figura 3. Patrones electroforéticos de glicoformas de Tf de los pacientes 14, 15, 16 y 17.
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Fuente: elaboracién propia.

Nota: Imagen de la izquierda: patrones de EIF de Tf establecidos internacionalmente. Imagen de la
derecha: patrones de EIF de Tf obtenido en la investigacion. Carril C- (control negativo); carril | (control
positivo patron 1); carril Il: (control positivo patron Il); carril 14 (suero de paciente 14); carril 15y 16
(sueros con resultado negativo); carril 17 (suero de paciente 17)

CONCLUSIONES

En este trabajo se introdujo el método IEF para evaluar las glicoformas de Tf y de esta manera
utilizarlo como un primer biomarcador para la identificacion de CDG de la N glicosilacion de proteinas en
el pais. Esto permitio el diagnostico positivo en cuatro pacientes, demostrando asi la presencia de estas
enfermedades en Cuba. Para poder confirmar el subtipo especifico, se recomienda la introduccion de
métodos de biologia molecular. Con esto se puede ampliar el conocimiento de estas enfermedades y
aumentar el arsenal de métodos diagnosticos para errores congénitos del metabolismo en el territorio
nacional.
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