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Bioquimica Clinica Comunicacion breve

Caracterizacion bioquimica y genética
de pacientes con defectos congénitos de la
glicosilacion: experiencia en Uruguay

» Paola Audiciol*, Maria Soledad Méndez?, Cecilia Queijo?, Aida Lemes3

| Masict Quimi Resumen

agister en Quimica.
2 Bioquimica Clinica. Los desérdenes congénitos de la glicosilaciéon son un grupo de desérde-
3 Doctora en Medicina. nes genéticos de herencia, generalmente autosémica y recesiva. Descrip-

tos por primera vez por Jaeken en 1980, comprenden defectos en la N-y
Laboratorio de Pesquisa Neonatal, Banco de Pre- O-glicosilacién de proteinas y de lipidos. Los pacientes con defectos de

vision Social — BPS. Montevideo, Uruguay. N-glicosilaciéon muestran un amplio espectro de manifestaciones clinicas,
con alto compromiso neurolégico. Por esta razén, se hace necesaria la im-
* Autora para correspondencia. plementacion de una metodologia que ayude en el diagnéstico. EI Labora-

torio de Pesquisa Neonatal incorporé el isoelectroenfoque de transferrina
como método de screeningy, posteriormente, secuenciacién del gen PMM2
como método confirmatorio para las muestras con screening alterado. Se
presentan, en este trabajo, la experiencia y los resultados obtenidos entre
noviembre de 2017 y diciembre de 2018, los que permitieron establecer
un algoritmo de trabajo que impactd positivamente en el diagnéstico de
estos pacientes.
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Biochemical and genetic characterization of patients with
congenital glycosylation defects: experience in Uruguay

Abstract

Congenital disorders of glycosylation are a group of genetic, autosomal
and recessive diseases, first reported by Jaeken in 1980. These include
defects in N- and O-glycosilation of proteins and lipids. Most N-glyco-
sylation defects are multi-organ diseases with neurological involvement.
Therefore, the implementation of a screening methodology is necessary to
contribute in the diagnosis. Newborn Screening Laboratory included the
transferrin isoelectrofocusing as a screening method and, subsequent-
Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana ly, PMM2 gene sequencing as a confirmatory method for samples with
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Caracterizagdo bioquimica e genética de pacientes com defeitos congénitos da
glicosilagdo: experiéncia no Uruguai

Os defeitos congénitos da glicosilagdo (CDG) sdo um grupo de doencgas genéticas, autossémicas e recessivas.
Descritos pela primeira vez por Jaeken em 1980, eles incluem na N- e O- glicosilagdo de proteinas e lipidios.
Pacientes com defeitos da N-glicosilacdo mostram um amplo espectro de manifestacdes clinicas, com alto
comprometimento neuroldgico. Por esse motivo, a implementacdo de uma metodologia necesséria para con-
tribuir no diagnéstico. O Laboratdrio de Pesquisa Neonatal incorporou isoeletro-enfoque da transferrina (1EF)
como método de screening e posterior sequenciamento do gene PMMZ2 como método confirmatdrio para as
amostras que apresentaram triagem alterada. Neste trabalho, sdo apresentadas as experiéncias e resultados
obtidos entre novembro de 2017 e dezembro de 2018, que permitiram estabelecer um algoritmo de trabalho
que teve um impacto positivo no diagndstico desses pacientes.

Palavras-chave: Defeitos congénitos; Glicosilacdo; Focagem isoelétrica; Fosfomanomutase 2

Introduccién

Los defectos congénitos de la glicosilacion (CDG)
son un grupo heterogéneo de trastornos genéticos ma-
yoritariamente de herencia autosémica y recesiva. Se
deben a defectos en la sintesis de glicanos (monosacari-
dos y oligosacaridos) y en la union de éstos a proteinas
y lipidos.

Jaeken describié por primera vez en 1980 (1) un
caso de CDG inicialmente denominada CDG tipo Ia,
que a partir de la nueva nomenclatura propuesta en
2009, corresponde a PMM2-CDG (2).

Los CDG de las proteinas se clasifican en defectos
en la N-glicosilacién y en la O-glicosilacion, segin el
tipo de union afectado. Las proteinas son glicosiladas
enzimaticamente. Esta modificacion covalente se da
en ciertos residuos aminoacidicos, en diferentes com-
partimentos celulares; la mayoria de estos ocurre en
el citoplasma, reticulo endoplasmatico y aparato de
Golgi. Estos glicanos son responsables de importantes
funciones de las proteinas, entre ellas estabilidad, ple-
gamiento y vida media. Normalmente, gran parte de las
proteinas humanas estan glicosiladas, lo que explica la
gran variedad de signos y sintomas clinicos observados
en los CDG (3).

Al dia de hoy se han descripto mas de 130 tipos de
CDG. Se estima que la incidencia global de portadores,
de al menos una variante conocida, es de 1/10 000 en
poblacion europeay afroamericana, habiéndose encon-
trado una incidencia de hasta 1/20 000 para la forma
mas frecuente (la tipo Ia o PMM2-CDG) en reportes de
poblacion europea (4).

Estas afecciones generalmente se presentan con ma-
nifestaciones multisistémicas; en la mayoria de los casos
se observan alteraciones neurolégicas y retrasos del de-
sarrollo. Por esto, el diagnéstico de CDG requiere un
elevado indice de sospecha clinica (4).

La elevada incidencia informada de este grupo de
afecciones y la ausencia de datos a nivel nacional jun-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2021; 55 (3): 283-8

to a la complejidad diagnéstica que trae aparejada
este tipo de pacientes hizo que, desde el Laboratorio
de Pesquisa Neonatal (LPN), se viera como esencial la
implementaciéon de una técnica que permitiera orien-
tar y confirmar el diagnéstico para CDG, al menos para
aquellas formas mas frecuentes.

Con ese objetivo, en el ano 2017 el LPN incorporé
el isoelectroenfoque (IEF) de transferrina. Si bien éste
es un método no automatizado y que requiere mucho
tiempo, es utilizado como screening para orientar el
diagnéstico presuntivo de CDG. Esta técnica permite la
deteccion de defectos en la N-glicosilacion de proteinas
e identifica dos patrones: CDG tipo Iy tipo II.

La PMM2-CDG es la forma mas frecuente de CDG y
es causada por variantes patogénicas del gen de la fosfo-
manomutasa 2 (PMM2), que produce una deficiencia
de dicha enzima, la cual cataliza la conversion de ma-
nosa-6-fosfato en manosa-1-fosfato, en el segundo paso
de la sintesis de guanosina difosfato-manosa (GDP) en
el citoplasma. Dicho gen se localiza en el cromosoma
16q13y tiene 8 exones que codifican para una proteina
de 246 aminoacidos.

En mayo de 2018 el area de biologia molecular
del LPN comenz6 a realizar la secuenciacion del gen
PMM?2 en aquellas muestras que presentaban un perfil
de CDG tipo I en el IEF.

En el presente trabajo se expone el proceso que rea-
liz6 el LPN para la definicién bioquimica y genética de
los CDG.

Materiales y Métodos

Entre noviembre de 2017 y diciembre de 2018 el
LPN recibié muestras de suero provenientes de pacien-
tes con clinica sugestiva de CDG. Estas muestras se utili-
zaron para la realizacion del presente trabajo y en todos
los casos se trabajo siguiendo las pautas recomendadas
en la Declaracion de Helsinki.



Cada muestra de suero fue incubada con FeCl; y
NaHCO, durante 1 h a temperatura ambiente; posterior-
mente se incub6 15 minutos a 4 °C'y, una vez transcurrido
este tiempo, las muestras fueron diluidas al décimo con
H,O'y conservadas a-20 °C hasta el momento de su analisis.

El IEF se realiz6 en gel ultrafino de acrilamida/bisacrila-
mida utilizando anfolitos de rango de pH 5-7, en un equi-
po PowerPack Universal de Bio-Rad - California, EE.UU.

Luego de realizada la corrida electroforética, se re-
vel6 con anticuerpos anti-transferrina (DAKO) y poste-
rior tincion con Coomasie Blue (5).

Para el estudio del gen PMM2 se realizo la extraccion
del ADN genémico en muestras en papel de filtro What-
man 903 con Investigator kit de Quiagen y secuenciacion
en un equipo ABI 310 de Applied Biosystems - Califor-
nia, EE.UU. Los resultados encontrados fueron compa-
rados con la base de datos Ensembl y HGMD.

Resultados

Entre noviembre de 2017 y diciembre de 2018 se
procesaron 47 muestras por IEF, 26 correspondian a
pacientes del sexo femenino y 21 a pacientes masculi-
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nos, no consanguineos, de edades comprendidas entre
los dos meses y los 13 anos de vida. Las manifestaciones
clinicas que presentaban los pacientes fueron muy am-
plias; las mas frecuentes fueron los retrasos del desarro-
1lo (28%), hipotonia (15%) y ataxia (15%).

Se encontraron 4 perfiles compatibles con CDG tipo
I'y 2 perfiles compatibles con CDG tipo II. En la Figura
1 se pueden observar los resultados obtenidos en el LPN
para los perfiles tipicos de CDG tipo I, II o normal.

Se realiz6 la secuenciacion del gen PMM?2 a las 4
muestras con perfil tipo I encontrandose, en 3 de
éstas, mutaciones patogénicas conocidas en ambos ale-
los (Tabla I). En el caso de homocigosis (Prol13Leu)
las Gnicas manifestaciones clinicas observadas fueron
retrasos del desarrollo, mientras que los otros dos casos
caracterizados presentaban, ademas, hipotonia.

Discusioén y Conclusiones

Actualmente no se dispone de un test que permita
realizar un screening de todos los tipos de CDG, pero se
estima que el IEF de transferrina sérica permite detec-
tar hasta un 50% de los casos (6).

Tabla |. Mutaciones halladas en el Laboratorio de Pesquisa Neonatal

Pesquisa Neonatal luego de realizar la secuenciacién del gen PMMZ2 de los 4 pacientes que presentaron
perfil tipo 1 en el IEF de transferrina

Paciente Mutacion 1 Exon Mutacion 2 Exon
1 c.338C>T Prol13Leu 4 c.338C>T Prol13Leu 4
2 €.338C>T Prol13Leu 4 c.367C>T Argl23Ter 5
3 R R R R _ R
4 €.338C>T Prol13Leu 4 c.422G>A Argl41His 5

pentasialo-Tf

tetrasialo-Tf

trisialo-Tf

—

disialo-Tf ;_/

monosialo-Tf

asialo-Tf

L1

Figura 1. Resultados obtenidos en el Laboratorio de Pesquisa Neonatal correspondientes a IEF de transferrinas.
Se presentan los resultados de un paciente con perfil tipo Il (carril 1), de un paciente con perfil normal (carril 2)
y de un paciente con perfil tipo | (carril 3).
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La deficiencia en la N-glicosilacién determina la ausen-
cia o disminucion de dcido sialico unido a las proteinas,
lo que produce cambios en la carga de la transferrina sé-
rica. El IEF permite separar isoformas de transferrina a
partir de esta deficiencia y de la alteracion en la carga de
esta molécula. Si bien es una técnica cualitativa y hoy
en dia han surgido nuevas metodologias que permiten
una identificacion mas sensible de las isoformas (elec-
troforesis capilar, HPLC, espectrometria de masa), el
IEF sigue siendo una técnica tutil como primer screening
(7) (8) (9).

Los perfiles que se obtienen con esta técnica pueden
ser de dos tipos: un perfil tipo I que se caracteriza por
el aumento de las bandas correspondientes a di y asia-
lotransferrina y una disminucién de tetrasialotransferri-
na, y un perfil tipo II que se caracteriza por el aumento
de tri, di, mono y asialotransferrina (Fig. 1).

En un principio los CDG fueron clasificados por los
patrones de isoformas de transferrinas encontrados por
IEF; los patrones tipo I fueron relacionados con trastor-
nos en el citoplasma y reticulo endoplasmatico, mien-
tras que el tipo II se asocio a defectos en el aparato de
Golgi.

En 2009 la nomenclatura se adaptoé a los hallazgos
moleculares de estas enfermedades.

Estas afecciones generalmente se presentan con ma-
nifestaciones multisistémicas. Las mas comunes son: re-
trasos del desarrollo, hipotonia, sintomas neurolégicos,
hepatopatia y coagulopatia, enfermedades oculares,
cutaneas y cardiacas, asi como dismorfias faciales. En la
mayoria de los casos se observan alteraciones neurol6-
gicas y retrasos del desarrollo (4).

Por lo antes expuesto, el diagnéstico de CDG requie-
re un elevado indice de sospecha clinica y es imprescin-
dible la incorporacién de una herramienta que oriente
en el diagnostico.

En todos los casos se hace necesario cotejar los re-
sultados con los datos clinicos del paciente y descartar
posibles falsos positivos, como ser galactosemia, trastor-
nos hepdticos, algunas infecciones y algunas variantes
de transferrina no patolégicas. Del mismo modo, un re-
sultado negativo o perfil normal no asegura la ausencia
de un CDG debido a que hay casos, incluso de PMM2-
CDG, con perfil normal. Se requieren siempre estudios
complementarios (10).

Desde la incorporacion del IEF de transferrina en
este laboratorio, ha sido posible orientar en el diagnos-
tico en un 12% de los casos sospechosos clinicamente.
De aquellos con perfil tipo I, un 75% pudo ser confir-
mado con el estudio molecular del gen PMM2.

Se estima que la alta tasa de casos positivos detec-
tados se debe a que los pacientes derivados al LPN tu-
vieron una anamnesis detallada y una sospecha clinica
acertada.

La poblacién uruguaya tiene sus origenes ancestrales
predominantemente en poblaciéon mediterranea (Espa-
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na, Italia), sin embargo el estudio molecular del gen
PMM2 mostr6é que todos los pacientes presentaban la
mutacién Prol13Leu, incluso un caso en que se encon-
tr6 en forma homocigota. Si bien esta mutacion no es la
mas frecuentemente hallada, ha sido descripta en la po-
blacién europea (Francia, Alemania, Holanda, Bélgica,
Espana) (11) (12). Estudios realizados informaron que
esta mutacion (Prol13Leu) afectaria la zona de interac-
cion de cada subunidad de la proteina, comprometien-
do entonces la dimerizacion normal de la PMM2 (12).

La mutacion Argl41His, conocida como la mas fre-
cuente en la poblacién caucasica (73% de pacientes
con CDG tipo I) y la mas frecuente en la poblacion de
Espana e incluso en la Argentina, pais que tiene una
poblacion similar a la de Uruguay en cuanto a origen
genético, fue encontrada solo en un caso, y en heteroci-
gosis (13) (14) (15).

La muestra que present6 perfil tipo I en el IEF, en
la que no se encontraron mutaciones con el método
utilizado, deberia ser objeto de posteriores estudios con
el fin de descartar otras posibles mutaciones que causen
CDG tipo I como MPI-CDG (antes CDG Ib). De acuer-
do a esto, el médico tratante evaluaria la situacion del
paciente y realizaria otros estudios complementarios
como determinar el perfil de transferrina por otras téc-
nicas como espectrometria de masas y/o secuenciacion
completa del gen (WES).

En conclusion, a partir de los resultados obtenidos,
basados en la experiencia descripta en la bibliografia
y optimizando los recursos disponibles en el LPN, se
estableci6 un algoritmo de trabajo (Fig. 2).

De los resultados presentados se concluye que la in-
corporacion del IEF de transferrina y la secuenciacion
del gen PMM?2 impactaron positivamente, ya que per-
mitieron establecer diagnoésticos de certeza.

La confirmaciéon de los tres casos con PMM2-CDG
posibilité realizar un adecuado asesoramiento genético
a la familia y una evaluacion del pronéstico.
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Figura 2. Algoritmo de trabajo establecido en el Laboratorio de Pesquisa Neonatal para el estudio
de muestras de pacientes con sospecha clinica de desdrdenes congénitos de la glicosilacion.
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