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S Informa que la transferrina es una proteina que tiene Importantes funciones en di-
versos mecanismos del organismo, por lo que su determinacién puede adquirir Impor-
tancla diagndstica y pronéstica en diferentes enfermedades. Se describen los métodos
para la purificaclén de transferrina sérica, la obtencién de su antisuero especifico v la
estandarizacién del método inmunogquimico de cuantificacién. Se expresa los wvalores
da transferrina sérica en diferentes grupos etarlos de Individuos sanos de nuestra po-
blacién, asi como nifios con enfermedades gastrointestinales. Se discute el valor clinico
de esta determinacldn.

INTRODUCCION

En el afo 1947, Holmberg y Laurell (citado por Brown)' le dieron el nom-
bre de transferrina a una proteina sérica que era capaz de unirse al hierro,
y sefnalaron su funcién en el transporte de hierro por el organismo y su
transferencia a las células. A partir de este momento se han realizado
estudios multidisciplinarios alrededor de esta proteina, los cuales han
aportado el conocimiento sobre su estructura, fisiologia y funcién que ac-
tualmente se le conoce. La transferrina, con un peso molecular de alre-
dedor de 77 000 y un coeficiente de sedimentacion de 55 S? estd cons-
tituida por una cadena polipeptidica que tiene grupos de &cidos slédlicos
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terminales que estdn sobre dos cadenas heterosacéridas idénticas. Se
sintetiza en varios tejidos del organismo pero, principalmente, en el hi-
gado; tiene una vida media en el humano de 8-10,5 dias y aunque no se
conoce la manera en que se cataboliza, se cree que se elimina por la
secrecion gastrointestinal o que puede ser degradada por fagolisosomas
de varias células del organismo.'

La transferrina es capaz de transportar 2 dtomos de hierro, ya que la
pérdida de éstos modifica su estructura terciaria y altera sus propiedades
antigénicas. Este transporte permite que las necesidades de hierro se sa-
tisfagan en cualquier parte del organismo, ya que la transferrina se en-
cuentra en los espacios vasculares y extravasculares en la misma propor-
cién, Se ha senalado que la transferrina actia como una sustancia de
solucién amortiguadora que minimiza efectivamente los cambios de la
actividad del Fe (lll) en el plasma.? No se conocen los mecanismos que tie-
nen las células para obtener el hierro de la transferrina, aunque ya existen
algunas hipé6tesis en este sentido.!

Se ha informado que esta proteina con propiedades quelantes, es capaz
también de unirse eficientemente a la mayoria de los iones de los metales
de transicion, como son el Co (111), Cu (1), Mn (II1), Zn (1) ¥ Ni (11).*

Parece ser que la transferrina interviene en otros procesos biol6gicos,
ya que se le han encontrado propiedades bacteriostaticas® y que es im-
portante como nutriente en el crecimiento y proliferacién de los linfocitos
T.E

Se ha informado que ocurren variaciones de la transferencia sérica du-
rante el embarazo® y en algunas enfermedades.” "

La determinacién de los niveles séricos de transferrina por métodos in-
munoquimicos es sencilla, confiable y especifica y no tiene los inconve-
nientes del método que utiliza la capacidad total de unién de hierro del
suero.'?

En el presente trabajo se describen las metodologias para la purifica-
cién de la transferrina sérica humana, a partir de suero humano, la obten-
cién de su antisuero especifico y la estandarizacién del método inmuno-
quimico de cuantificacion de transferrina sérica, y se aplican estos resul-
tados en el estudio de diferentes grupos etarios de individuos sanos y de
individuos con afecciones gastrointestinales de la Ciudad de La Habana.

MATERIAL ¥ METODO

Purificacién de transferrina. Desarrollamos una metodologia propia par-
tiendo de dos métodos descritos en la literatura.'*'* Se obtuvo una mezcla
de sueros de diferentes donantes del Banco de Sangre y se le cuantifico
la concentracién de proteinas por microbiuret, Se le ajusté la concentra-
cién de proteinas al 3% con agua destilada y se ajusté al pH 8 con crista-
les de TRIS. Se le afadi6 Rivanol al 0,84% de concentracién final, con agi-
tacion constante. Se centrifugé a 800 x G durante 30 min, desechédndose
el precipitado. Al sobrenadante se le ajusté el pH a 7 y se le afadié NaCL
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al 5% de concentracién final. Se centrifugd igual que anteriormente y se
desechd el precipitado. Al sobrenadante se le anadio sulfato de amonio
para una concentracion final 2 M, con agitacién constante. Se centrifugé
igual que anteriormente y se desechd el precipitado. El sobrenadante se
dializé contra la solucion amortiguadora de fosfato de potasio 0,1 M, pH 7
y se concentr6é hasta 1/4 de su volumen original. Se le afadié sulfato de
amonio para una concentracion final de 224 M y se centrifugd igual que
en los pasos anteriores. El sobrenadante se dializé6 contra la solucitn
amortiguadora al fosfato de potasio 0,02 M, pH 6,3. Se activé una columna
de CM-celulosa equilibrada en la misma solucién amortiguadora. Se eluyé
la muestra con estas condiciones y se recogieron fracciones de 5 m/. El
primer pico eluido se concentr6 y se dializé contra la solucién amortigua-
dora de potasio 0,005 M, pH 8. Se activé una columna de DEAE-32 celu-
losa equilibrada con la misma solucién. Se eluyd la muestra con estas
condiciones y se recogieron fracciones de 5 ml. Después que se obtuvo
el primer pico se hizo un gradiente discontinuo con solucién amortigua-
dora de potasio 0,04 M, pH 6,3. En el segundo pico después de esta dltima
elucion fue donde obtuvimos la transferencia pura, comprobada por inmu-
noelectroforesis'® y por inmunodifusién radial.'® Este Gltimo pico se di-
vidié en 3 partes y se le cuantificé la concentracién de proteinas por den-
sidad éptica.”

Obtencién del suero antitransferrina humana. A una de las soluciones
de transferrina pura se le ajustd la concentracién de proteinas a 1 mg/ml.
Se inmunizé una cabra en varias regiones por via subcutanea con adyu-
vante completo de Freund, a razén de 1 mg de proteina una vez por sema-
na y durante 5 semanas. Se le hizo una pequeiia extraccion de sangre para
probar el antisuero. Se comprobé la especificidad del antisuero por inmu-
noelectroforesis y por inmunodifusién radial. A partir de este momento se
le extraen 100-200 m/ de sangre cada 2 6 3 meses. Una semana antes de
cada extraccion se le inyecta al animal una dosis de inmunizacion. A los
antisueros asi obtenidos se les eliminaron las lipoproteinas, se les anadié
azida sodica como preservo y fueron envasados en fracciones de 1 m/
para posteriormente liofilizarse al vacio y ser guardados a —20°C hasta
su utilizacién.

Estandarizacion del método de cuantificacién de la transferrina sérica.
El método que utilizamos para cuantificar la transferrina sérica fue el de
la inmunodifusién radial 't

En primer lugar, se determinaron las diluciones adecuadas de trabajo
para el antisuero y para el suero humano.

Se preparé un patrén primario y un patrén secundario para la cuanti-
ficacion de la transferrina. Se utilizé como patrén primario diferentes dilu-
ciones con concentracion conocida de la transferrina purificada. El patrén
secundario se hizo con una mezcla de sueros frescos de donantes de Ban-
co de Sangre, a la cual se le elimind las lipoproteinas; se le anadi6 azida
sOdica como preservo, se envasaron en fracciones de 1 m/ y se liofilizaron
al vacio, guardindosc a —20°C hasta su utilizacién. Se tomaron varios
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bulbos de este sueliofilizado y se reconstituyeron con 1 ml/ de agua bi-
destilada.

Se le hicieron varias diluciones independientemente y se les determi-
naron las concentraciones de transferrina a partir del patron primario. Se
escogieron cinco diluciones del patron secundario para las determinacio-
nes de transferrina.

Para cada experiencia se utiliz6 un bulbo nuevo de patrén secundario.

Para la técnica de inmunodifusién radial se utilizaron placas fotografi-
cas desechadas de microscopia electrénica de 9,2 x 11,9 c¢m, lavadas ade-
cuadamente, a las cuales se les vertio 16 m/ de la solucién agar-antisuero
previamente fundido y mezclados a 56 °C para una concentracion final de
agar de 1.5% y una dilucién final de antisuero de 1:8, Tanto en la prepa-
racion del agar como en las diluciones de antisuero, patrén secundario
y muestras de suero humano se utilizé la solucién amortiguadora veronal-
HCl pH 8,6. A cada placa se les abrieron 35 pozuelos de 2,5 mm de dia-
metro y separados entre si 1,5 cm de distancia. Cada pozuelo se llend
con seis microlitros de muestras. El patrdn secundario se distribuyé siem-
pre de igual forma por toda la placa. Las placas se dejaron difundir en
camara humeda durante 48 horas vy a 4°C. Se lavaron con varios cambios
de NaCl al 0,85% durante 24 horas. Las placas se secaron poniéndole un
papel de filtro en su superficie a 37 °C. Se tifieron con negro amido 10 B
durante 10 min.

Para la medicién del dizgmetro de los discos se utilizé un lector de mi-
crofilm Carl Zeiss, con un aumento 6.5 x, realizandose las mediciones con
una regla plastica con divisiones de 0,5 mm. En cada disco se midieron
dos diametros ortogonales y se promediaron.'®

Para el calculo de las concentraciones hallamos la recta de los minimos
cuadrados con los datos obtenidos con las diluciones del patrén secun-
dario. Se calcularon los estadigrafos de cada grupo de muestras estudia-
dos. Para la comparacion de los resultados utilizamos la t de Student.
Para todos los calculos se tuvo en cuenta la distribucién logaritmo nor-
mal.'?

Aplicacion del sistema estandarizado. Se les determinaron los niveles
de transferrina a:

Cuarenta y tres muestras de sangre del cordén umbilical obtenidas en
el momento del parto de nifos a término del Hospital Ginecoobstétrico

“Rarmdn Gonzalez Coro™,

Trescientos diez niflos sanos eutréficos que tomaron parte del programa
de determinacién de parémetros bioguimicos normales que se realizé en
el CENIC en coordinacién con otros organismaos.

Doscientos adultos donantes del Banco de Sangre de la Ciudad de La
Habana.
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Veintinueve nifnos con sindrome de malabsorcidn intestinal del Hospital
Pediatrico “William Soler”.

Cincuenta y tres nifios con glardiasis diagnosticados en el Hospital Pe-
diatrico "Pedro Borras Astorga’.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el método de purificacion de transferrina desarrollado por nosotros
hemos obtenido sisteméaticamente en todas las experiencias realizadas,
fracciones de transferrina con un alto grado de pureza. El rendimiento
siempre ha estado por encima del 30%, lo cual garantiza que se puedan
obtener cantidades considerables de la proteina pura.

En algunas de las purificaciones realizadas nos hemos encontrado que
en la parte final del dltimo pico donde se obtiene la transferrina, al rea-
lizarle las pruebas inmunoquimicas, aparece un desdoblamiento de los
arcos de precipitacién de la transferrina. Probablemente esto se produce
por alguna de las variantes genéticas que tiene ésta.

El suero antitransferrina obtenido tiene una alta especificidad, no en-
contrandose ningun contaminante en el mismo. Para estandarizar la téc-
nica de cuantificacion utilizamos una dilucion del suero de 1:3 y del anti-
suero de 1:8, lo cual no quiere decir que puede emplearse en diluciones
superiores como lo hemos comprobado en nuestro laboratorio. Este anti-
suero ha sido utilizado después de cuatro afios de guardado y ha mantenido
adecuadamente todas sus cualidades bioldgicas que incluye la dilucién de
trabajo.

Los resultados obtenidos de la aplicacion del sistema estandarizado
para cuantificar transferrina sérica se resumen en el cuadro.

Estos resultados nos dan, por un lado, un perfil del comportamiento de
la concentracién de transferrina desde el nacimiento hasta el adulto de
nuestra poblacidon sana y, por otro lado, nos brinda el comportamiento
de la concentracién de transferrina de algunas de las enfermedades gas-
trointestinales de nuestra poblacion infantil, los cuales hemos analizado
en trabajos anteriores.”® La concentraciéon de transferrina sérica se con-
sidera actualmente como uno de los parametros mds importantes para
conocer el estado nutricional del ser humano y puede tener valor pronds-
tico en algunas enfermedades.!™!!

La concentracién de transferrina se puede encontrar elevada en las ane-
mias ferriprivas, durante el embarazo, durante la administracion de estro-
genos ¥y en la hipoxia aguda. Se pueden encontrar niveles bajos en la
desnutricion proteico-caldrica, la hepatitis viral, en las otras infecciones,
en la nefrosis vy en la atransferrinemia congénita.!

Por otra parte, la transferrina purificada puede ser utilizada en la ela-
boracién de medios de cultivo controlados,?* las cuales son de gran im-
portancia en los estudios in vitro de la biologia celular y para desarrollar
los métodos de deteccion de receptores de transferrina por radioensayos,
los cuales tienen valor como un parametro que mide la proliferacién
celular.
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Tabla. Concentracion de transferrina sérica

n X X+2DS X_—205 p**(b)
Ninos recién nacidos 43 435 673 281
Nifios sanos eutroficos 310 260 340 200
Adultos donantes de
Banco de Sangre 200 201 351 115
Nifios con sindrome
de malabsorcion 29 410 749 225 < 0,0
Nifios con giardiasis 53 243 702 84

Nimero de muestras.
Los resultados estin expresados en mg/dl.
La comparacidn se realizd contra el grupo de nifios sanos.

w,

LR

CONCLUSIONES

1. Se desarrollé un método para purificar transferrina sérica que tiene
un rendimiento por encima del 30%.

2. Se obtuvo un suero antitransferrina monoespecifica que permitié es-
tandarizar el método inmunoquimico de cuantificacion de transferrina
sérica.

3. Se informan los valores de transferrina sérica de 3 grupos etarios de
nuestra poblacion sana.
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SUMMARY

Garcia Santana, C. A.; J. G. Delgado Garcia. Serum transferrin: purification, sttainment
of specific antiserum and standardization of quantitation method.

It is reported that transferrin is a protein involved in important functions in several
mechanisms of the organism, reason why its determination can be of diagnostic and
prognostic importance for different diseases. Methods used for serum transferrin purifi-
cation, for the attainment of its specific antiserum and standardization of gquantitation
immunochemical method are described. Values of serum transferrin in different age
groups of healthy individuals in our population, as well as in children with gastrointestinal
diseases, are expressed. Clinical value of the determination is discussed.

RESUME

Garcia Santana, C. A.; J. G. Delgado Garcia: Transferrine sérigue: purification, obtention
de l'antisérum spécifigue et standardisation de la méthode de dosage.

La transferrine est une protéine qui joue un réle trés important dans divers mécanismes
de I'organisme, donc son dosage peut avoir une importance diagnostique et pronostique
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dans différentes maladies. Dans ce travail les auteurs décrivent les méthodes pour la
purification de la transferrine sérique, l'obtention de son antisérum spécifigue et la
standarization de la méthode Immunochimique de dosage. Il est signalé les valeurs de
transferring sérique dans différents groupes d'age d'individus sains de notre population,
ainsi que chez des enfants porteurs de maladies gastro-intestinales. Enfin, il est discuté
la valeur clinique de ce dosage.
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