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Resumen

La ferritina es una proteina altamente conservada, pero las mutaciones en su secuencia primaria
pueden estar relacionadas con diversas enfermedades, entre ellas, la hiperferritinemia con cataratas
asociada a la mutacion con cambio de sentido T30I en la ferritina de cadena ligera. Aunque se han
propuesto algunos de los mecanismos moleculares de dicha mutacion, el papel de las modificaciones
postraduccionales involucradas aiin no se ha esclarecido completamente. Hacemos aqui una
caracterizacion bioinformatica de las modificaciones alteradas por la mutacion utilizando bases de
datos y programas predictivos como NetNGlyc 1.0, NetOGlyc 4.0, NETPHOS 3.1 y Reactome.
Nuestros analisis apuntaron hacia la pérdida de fosforilacion en la serina 33 por accion de la quinasa
CKI, lo que afecta la via de sefializacion Wnt/B-catenina. Estos resultados nos permiten proponer que
la alteracion en las modificaciones postraduccionales de la ferritina de cadena ligera constituiria un
mecanismo molecular relacionado con el desarrollo de cataratas en la hiperferritinemia hereditaria.

Palabras clave: Ferritina; Cataratas por hiperferritinemia hereditaria-HHCS; Via Wnt/B-catenina;
Cataratas.

Abstract

Ferritin is a highly conserved protein; however, mutations in its primary sequence may be associated
with various diseases. Among them is hyperferritinemia with cataracts, related to the T30I missense
mutation in the ferritin light chain, for which some molecular mechanisms have been proposed, but
the role of the post-translational modifications involved has not yet been fully elucidated. Here,
we performed a bioinformatic characterization of the post-translational modifications altered by
this mutation using database searches and predictive tools such as NetNGlyc 1.0, NetOGlyc 4.0,
NetPhos 3.1, and Reactome. The analyses suggest a loss of phosphorylation at serine 33 by the CKI
kinase, which affects the Wnt/B-catenin signaling pathway. These results support the hypothesis that
alterations in the post-translational modifications of the ferritin light chain may constitute a potential
molecular mechanism related to cataract development in hereditary hyperferritinemia.

Keywords: Ferritin; Hyperferritinemia with cataracts-HHCS; Wnt/B-catenin pathway; Cataracts.
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Introduccion

La ferritina es una proteina intracelular altamente conservada desde los procariotas hasta
los eucariotas cuya funcion principal es almacenar aproximadamente 4.500 atomos
de Fe*" : estd compuesta por 24 subunidades que se autoensamblan para formar una
nanojaula de forma esférica (Figura 1A) con 14 canales: seis hidrofilicos con simetria
triple, que permiten la entrada del hierro, y ocho hidrofébicos con simetria cuadruple, los
cuales proporcionan una via de salida del hierro almacenado dentro de la proteina (Igbal
etal., 2021).

Las subunidades de la ferritina estan constituidas por un 10 a 20 % de cadenas pesadas
(FTH1) y un 80 a 90 % de cadenas ligeras (FTL), en las que la transcripcion de los genes
FTL y FTHI, que codifican las subunidades L y H de la proteina, estd modulada por
citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento a través de mecanismos de regulacion
transcripcional (Torti & Torti, 2002). Por otro lado, la cadena ligera de la ferritina, o FTL
(Figura 1B), esta compuesta por 175 aminoacidos y posee variantes con cambio de sentido
asociadas a ciertas enfermedades. Tal es el caso de la mutacion A96T, hallada en pacientes
con neuroferritinopatia (Gémez et al., 2024), y la mutacion T30I, presente en pacientes
aquejados por hiperferritinemia con cataratas (Carrillo et al., 2015).

A.

Figura 1. Modelo tridimensional de la proteina ferritina en formato de cintas: A. Estructura esférica
de la proteina ferritina, conformada por 24 subunidades: en azul se representan las cadenas pesadas
(FTH1) y en verde, las cadenas ligeras (FTL). B. Subunidad individual de la ferritina de cadena
ligera (FTL); se resaltan los extremos N-terminal y C-terminal, que corresponden a regiones claves
en la estructura y funcion de la proteina.
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La hiperferritinemia con cataratas, también conocida como sindrome de cataratas
por hiperferritinemia hereditaria (Hyperferritinemia-cataract syndrome, HHCS, Online
Mendelian Inheritance in Man®, OMIM #600886), es una rara enfermedad genética
autosomica dominante, con una prevalencia estimada de 1/200.000 (Eris et al., 2023), que
se caracteriza por la presencia de cataratas de inicio tardio y un aumento de la concentracion
de L-ferritina (Lachlan et al., 2004). En otras palabras, el sindrome de hiperferritinemia
con cataratas es un trastorno caracterizado por un exceso de ferritina en la sangre y los
tejidos del cuerpo (Yang et al., 2021).

El HHCS fue descrito por primera vez por Beaumont et al. (1995) y Girelli et al.
(1995) a partir de investigaciones en varias familias. Bonneau et al. describieron tres
generaciones de una familia en Francia cuyos miembros presentaban deterioro de la
agudeza visual desde temprana edad, con depdsitos en todas las capas de ambos cristales,
un nivel elevado de ferritina circulante y ausencia de otras anomalias hematologicas o
bioquimicas. Por su parte, Girelli ez al. (1995) describieron dos familias del norte de Italia,
una de ellas con evidencia de cataratas nucleares congénitas y otra, de cataratas bilaterales
de progresion lenta con aumento en los niveles de ferritina sérica; sus analisis de hierro y
los pardmetros hematologicos eran normales (Craig et al., 2003a; Nos et al., 2021). Sin
embargo, la informacion detallada sobre el fenotipo y las caracteristicas de esta enfermedad
apareci6 después, a partir del 2001 (Kaarniranta et al., 2023).

El HHCS esta asociado con mutaciones en los elementos sensibles al hierro (IRE),
estructuras conservadas en forma de tallo-bucle localizadas en las regiones no traducidas
(UTR) 5’ 0 3’ de los ARNm de los genes regulados por hierro, como el gen FTL (Neves
et al., 2019). Estos elementos controlan la regulacion postranscripcional del equilibrio
u homeostasis intracelular del hierro (Khan et al., 2023). Hasta la fecha se han descrito
al menos 36 mutaciones puntuales, nueve deleciones y dos inserciones en esta region
(Nos et al., 2021). La mayoria de estas variantes suele ser heterocigota, lo que se explica
por ser el HHCS una enfermedad de herencia autosdémica dominante. Por otra parte,
Kannengiesser ef al. (2009) reportaron una mutacion con cambio de sentido en pacientes
heterocigotos en la posicion ¢.89C>T (NM_000146.3) del gen FTL, la cual resulta en el
cambio de aminoacido p. Thr30lle (Kannengiesser et al., 2009) y explica la aparicion
de la enfermedad por la presencia de mutaciones puntuales en el IRE de la ferritina de
cadena ligera, con la consecuente acumulacion anormal de ferritina en la tejidos y suero
sin sobrecarga de hierro (Kannengiesser et al., 2009).

Como ya se menciond, entre las manifestaciones clinicas mas destacadas del HHCS
se encuentra la ferritina sérica elevada, mayor a 300 ng/mL en hombres y 200 ng/mL en
mujeres (Elsayed et al., 2016), sin sobrecarga de hierro, asi como la formacion de cataratas
en niflos. Estas tienen diferentes fenotipos, siendo el mas comun la catarata bilateral con
manchas blancas axiales y periféricas con agregados cristalinos (Chang-Godinich et
al., 2001). Generalmente, la aparicion de cataratas y sintomas ocurre en la infancia o la
adolescencia, con curso progresivo, aunque en ocasiones se detectan accidentalmente en
los exdmenes oculares de rutina (Craig et al., 2003b). También se han descrito casos en los
que los primeros sintomas se evidencian en la adultez (Kaarniranta et al., 2023).

Aunque la hiperferritinemia en este trastorno no suele causar ningtin problema de salud
aparte de las cataratas, los niveles elevados de ferritina en la sangre pueden confundirse con
otras condiciones, como la enfermedad hepatica aguda o cronica, el consumo de alcohol,
las afecciones inflamatorias sistémicas, las lesiones y las neoplasias malignas (Sandnes et
al., 2021). Dado que la HHCS es una enfermedad rara, suele diagnosticarse errbneamente
como hemocromatosis hereditaria (HH) debido a la deteccion de hiperferritinemia, un
signo bioquimico comuin de ambas enfermedades. Esto puede llevar a la administracion
de tratamientos equivocados, como las venoclisis o las flebotomias, que pueden ser
potencialmente perjudiciales para los pacientes con HHCS, ya que terminan provocando
anemia ferropénica (Giansily et al., 2013). En este contexto, el objetivo de nuestro estudio
fue describir los mecanismos que pueden generar cataratas a partir de modificaciones
postraduccionales de la proteina ferritina de cadena ligera.
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Materiales y métodos

Modelo de caracterizacion en bases de datos

Se usaron las bases de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
utilizando el codigo NP_000137.2, 1a Uniprot con el codigo P02792, el OMIM con el #
600886 y la Orphanet con el 163, para caracterizar la proteina ferritina de cadena ligera de
tipo salvaje (FTL-wt) en Homo sapiens y la mutacion con cambio de sentido T301 y recoger
la informacion de base sobre esta mutacion, incluida la definicidon de la enfermedad, el afio
en la que fue descrita por primera vez, su epidemiologia y etiologia, etc., 1o que permitio
una orientacion clave sobre la variante.

Analisis bioinformadtico de las variantes proteicas

Se evaluaron diferentes caracteristicas de la proteina de tipo salvaje (Wild Type) y la
variante T30I, incluyendo el analisis de glicosilacion, en el programa NetNGlyc 1.0 en
el que, a partir de redes neuronales, se predicen los sitios de N-glicosilacion. A partir de
las secuencias primarias de aminodcidos de cualquier proteina, el software NetNGlyc 1.0
permite evaluar la adicion de un carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina
(Asn). Esta modificacion puede afectar el funcionamiento de la proteina, influyendo asi en
la resistencia a la protedlisis, la estabilidad de la estructura, su vida til en la circulacion y
su inmunogenicidad (Gupta & Brunak, 2002).

El programa NetOGlyc 4.0 se utilizé para el andlisis de la O-glicosilacion a partir
de las predicciones de redes neuronales de los sitios de O-glicosilacion de la GalNAc
de tipo mucina en proteinas de mamiferos ligada a residuos de serina y treonina. En este
programa los sitios con puntuaciones > 0,5 se predicen como glicosilados y se catalogan
como positivos (Steentoft et al., 2013).

Prediccion de la fosforilacion y activacion de las rutas bioquimicas

El servidor NETPHOS 3.1 se uso para predecir sitios de fosforilacion en residuos de serina
(S), treonina (T) o tirosinas (Y) susceptibles de fosforilacion por diversas quinasas, como
la PKC, la PKA, la DNA-PK, la cdc2 y la CKI, entre otras. Cuando el sofiware identifica
un potencial sitio de fosforilacion, pero no logra vincularlo con seguridad a una quinasa
especifica de su base de datos, etiqueta ese sitio como “unsp”, indicando que se trata de una
prediccion no especifica (Blom et al., 1999). La puntuacion de prediccion posee un rango
entre 0y 1, en el que las puntuaciones mayores a 0,500 indican predicciones positivas para
sitios de fosforilacion (Blom ef al., 1999, 2004).

Con base en los resultados obtenidos, se observd un cambio significativo en la ruta
metabolica mediada por la quinasa CKI en comparacion con la proteina FTL-wt. Por ello, se
procedio a analizar esta ruta mediante el programa Reactome Pathway Database, una base
de datos bioldgicos de la infraestructura Elixir y GCBR, la cual proporciona informacion
molecular seleccionada manualmente sobre una amplia gama de procesos biologicos nor-
males y otros relacionados con enfermedades (Fabregat et al., 2018; Milacic et al., 2024).

Resultados

Caracterizacion bioinformdtica de la proteina FTL-wt y la mutacion con cambio de
sentido T301

La proteina FTL-wt estd compuesta por 175 aminoacidos en su secuencia primaria, y por
diez sitios de fosforilacion. Entre ellos se destaca la serina 33 (S-33), el cual es reconocido
por la quinasa CKI (Figura 2A). En contraste, la mutaciéon con cambio de sentido T301
posee la misma cantidad de aminoacidos, pero solo tiene nueve sitios de fosforilacion
debido a la ausencia del sitio S-33 fosforilado por la quinasa CKI (Figura 2B).

El analisis de fosforilacion considerd la participacion de 17 quinasas y se centro en las
fosforilaciones plausibles para los residuos de treonina, serina y tirosina, dada la presencia
en sus cadenas laterales del grupo funcional hidroxilo, que favorece la fosforilacion y
regula la activacion de rutas de sefializacion. Este hallazgo indicé que la variante elimina
un punto critico de regulacion postraduccional de la proteina.
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Figura 2. Caracterizacion bioinformatica de los sitios de fosforilacion hallados mediante el servidor
NETPHOS 3.1. Los residuos de serina se muestran en rojo, los de treonina en verde y los de tirosina en
azul; la linea horizontal fucsia corresponde al umbral de prediccion (threshold). El eje “x” representa
la posicion de los aminoacidos en la secuencia y el eje “y” indica el potencial de fosforilacion (0 a
1). A. Prediccion de sitios de fosforilacion para la proteina FTL-wt, donde se destaca el residuo de
serina 33 (S-33) como sitio de fosforilacion reconocido por la quinasa CKI. B. Prediccion de sitios
de fosforilacion para la mutacion con cambio de sentido T30, en la que se observa ausencia del sitio

de fosforilacion S-33 por la quinasa CKI.

En cuanto al analisis de las N-glicosilaciones, se observo que ambas proteinas presentan
resultados similares en la posicion 8, una region polar de la secuencia de aminoacidos
correspondiente al sitio de glicosilacion (NYST). La probabilidad de modificacion de la
FTL-wt es del 0,7381 (Figura 3A), mientras que en la mutacion T30I este valor aumenta
levemente a 0,7382 (Figura 3B), lo que no representa un cambio significativo a nivel
bioinformatico. Tampoco se identificaron sitios de O-glicosilacion en ninguna de las dos
proteinas, resultados que se evidencian en la Tabla 1.

Activacion de rutas bioquimicas

El analisis de la mutacion T30I mostroé la pérdida de sefial de fosforilaciéon mediada por la
quinasa CKI en comparacion con la proteina FTL-wt. Este resultado motivo la evaluacion
de las posibles consecuencias a nivel de rutas de sefializacion en Homo sapiens haciendo
uso de la base de datos Reactome (Figura 4A). El analisis bioinformatico permiti6 detectar
la alteracion de algunas vias, entre ellas la via de sefializacion por WNT (Figura 4B).

En condiciones normales, la quinasa CKI participa en la fosforilacion de la f-catenina,
proteina que forma parte de un complejo de degradacion, lo que conduce a su fosforilacion
y su posterior degradacion controlada. Sin embargo, la ausencia del sitio de fosforilacion
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Figura 3. Caracterizacion bioinformatica de los sitios de N-glicosilaciéon mediante el servidor
NetNGlyc 1.0. La linea horizontal purpura corresponde al umbral de prediccion (threshold). El
eje “x” representa la posicion de los aminoacidos en la secuencia y el eje “y” indica el potencial
de N-glicosilacion. A. Modificacion postraduccional de N-glicosilacion de la proteina FTL-wt. B.
Mutacion postraduccional de N-glicosilacion de la mutacion T301I.

en la mutacion con cambio de sentido T30I afecta este proceso. Como consecuencia,
la cascada de sefializacion Wnt/B-catenina se puede activar de una manera erronea,
favoreciendo la acumulacion de -catenina y afectando la homeostasis celular.

En resumen, estos hallazgos sugieren que en la mutacion T30I no solo se modifica
un sitio puntual de fosforilacion, sino que también se afecta de una manera significativa
la regulacion de la via Wnt/B-catenina, lo que podria constituir un mecanismo molecular
asociado con la aparicion de cataratas en la hiperferritinemia hereditaria.

Discusion

Los niveles elevados de ferritina sérica se presentan en diversas afecciones clinicas;
sin embargo, en ausencia de sobrecarga de hierro o inflamacién, muchos casos quedan
sin explicacion (Kannengiesser ef al., 2009). En este sentido, se han planteado varias
hipotesis que relacionan la hiperferritinemia hereditaria con la presencia de cataratas.
Entre ellas se encuentra la propuesta por Brooks et al. (2002), quienes plantean que la
ferritina se encuentra en el cristalino, cuya funcion principal, al igual que en otros tejidos,
es mantener la homeostasis del hierro. No obstante, se ha postulado que la sobreproduccion
de L-ferritina podria aumentar el hierro libre y, en consecuencia, las especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que ocasiona dafio oxidativo en el cristalino y, por ende, pérdida de
transparencia (Brooks et al., 2002). Segun Nos et al. (2021), sin embargo, esta hipotesis
resulta poco convincente dado que la L-ferritina no se une directamente al hierro y, ademas,
el cristalino es pobre en este metal (Nos ef al., 2021). La hip6tesis mas acertada hasta el
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momento sostiene que la acumulacion de L-ferritina agregada y pobre en hierro en la
corteza del cristalino origina depdsitos opacos que difractan la luz y provocan cataratas
bilaterales, es decir, cuando el exceso de ferritina se precipita en la corteza del cristalino
forma abundantes opacidades puntiformes de color blanco, provocando la difraccion de la
luz e impidiendo el enfoque correcto, lo que causa cataratas bilaterales que pueden requerir
la cirugia como tratamiento principal (Moravikova et al., 2020; Nos et al., 2021).

Si bien se han reportado cambios en la glicosilacion de la proteina FTL asociados con
la mutaciéon T30I, incluido el sitio de glicosilacion en la posicion 8 (secuencia NYST)
de la cadena polipeptidica, que se caracteriza por la presencia polar de la asparagina
(Kannengiesser ef al., 2009), en nuestro analisis bioinformatico, dichos cambios no
fueron significativos (Tabla 1). Este hallazgo contrasta con publicaciones previas, por lo

Tabla 1. Comparacion de los sitios de fosforilacion y glicosilacion de la proteina FTL-wt y la
mutacion con cambio de sentido T30I

Mutacién Numero d'e si.tfos Sitios de f(')sforilaci()n Puntz.tje de S'itio .de l.\I'- S.itiotde 9-

de fosforilacion y quinasas fosforilacion glicosilaciéon  glicosilacion
S-3 PKC 0,546
S-3 DNAPK 0,544
S-3 ATM 0,540
S-3 cdc2 0,520
S-10 cdc2 0,537
S-10 CKII 0,527
T-11 CKII 0,618

Ferritina 0 sitios de T-11 cde2 0,535 gNyST  hoposee
tlpo. fosforilacion S-19 PKA 0.694 0,7381 s%tlos. o8 .,
salvaje 2 O-glicosilacion
* S-33 CKI 0,504
Y-63 unsp 0,893
T-93 unsp 0,669
S-119 PKC 0,843
T-132 CKII 0,646
T-171 unsp 0,958
T-171 PKC 0,601
S-3 PKC 0,546
S-3 DNAPK 0,544
S-3 ATM 0,540
S-3 cdc2 0,520
S-10 cdc2 0,537
S-10 CKII 0,527
T-11 CKII 0,618
T30 9 siti})s de T-11 ede2 0.535 8 NYST Sin gambios con

fosforilacion 0,7382 el tipo salvaje
S-19 PKA 0,694
Y-63 unsp 0,893
T-93 unsp 0,669
S-119 PKC 0,843
T-132 CKII 0,646
T-171 unsp 0,958
T-171 PKC 0,601

*: Los cambios en los sitios, las quinasas responsables de la fosforilacién y su consiguiente puntuacion estan
resaltados en negrita
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Figura 4. Caracterizacion de las rutas metabdlicas con la herramienta Reactome utilizando el
diagrama de descripcion general de la ruta. A. Vias metabolicas almacenadas para Homo sapiens.
B. Via de transduccion por fosforilacion de la CKI, donde se observa la transduccion de sefiales, la
sefializacion por WNT, la degradacion de la beta-catenina por el complejo de destruccion y, ya al
finalizar, la cascada de fosforilacion de beta-catenina.

que se sugiere que la glicosilacion no constituye el eje central de la patogenia en nuestro
modelo. En este sentido, la principal contribucion de nuestro estudio radica en el analisis
de modificaciones postraduccionales alternativas, particularmente la fosforilacion.

A partir de nuestros resultados, se constato la pérdida del sitio de fosforilacion S-33
en la variante T30I, el cual es reconocido por la quinasa CKI. Este hallazgo es relevante
porque la CKI, en conjunto con la GSK-3 (glucogeno sintasa quinasa-3) y el complejo
multiproteico integrado por el APC (gen de la poliposis adenomatosa coli supresor de
tumores) y la axina, fosforilan cuatro residuos criticos de la f-catenina de serina y treonina
(S-33, S-37, T-41 y S-45) de la region amino-terminal de la B-catenina, promoviendo
su degradacion proteosomal. La pérdida de fosforilacion en S-33 puede favorecer la
acumulacion desregulada de [B-catenina, activando de manera aberrante la via Wnt/
B-catenina, la cual desempefla un papel esencial en procesos de desarrollo a través del
complejo de transcripcion B-catenina—TCF/LEF, tales como la homeostasis, la formacion
de tejido ocular o el desarrollo de la organogénesis ocular (Amit et al., 2002; Fujimura,
2016). Ademas, esta desregulacion se ha asociado con el cancer colorrectal, con otras
neoplasias malignas e, incluso, con las cataratas (Liu ef al., 2002; Fujimura, 2016).



Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. 2025 Mutacion T301 y su efecto en la hiperferritinemia con cataratas
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.3228

Se propone, entonces, que, mas alla de la glicosilacion, la alteracion en la fosforilacion
mediadaporlaquinasa CKI constituye un mecanismo molecularalternativoy potencialmente
central en la fisiopatologia de la mutacion con cambio de sentido T30I. Aunque nuestros
resultados se basan en analisis bioinformaticos, ofrecen un marco novedoso que amplia
la comprension de los mecanismos postraduccionales involucrados y sugiere nuevas
direcciones experimentales para validar la contribucion de la via de sefalizacion Wnt/
B-catenina en la aparicion de cataratas en la hiperferritinemia hereditaria.

Conclusion

La hiperferritinemia con cataratas es una rara enfermedad autosomica dominante a la que
se han asociado alrededor de 48 mutaciones. Entre ellas se destaca la mutacion con cambio
de sentido T30I en la ferritina de cadena ligera. Los estudios computacionales realizados
sobre los sitios de O-glicosilacion, N-glicosilacion y fosforilacion revelaron la ausencia de
fosforilacion en la serina 33 (S-33), un residuo clave en la regulacion de la sefializacion
Wnt/B-catenina, proceso fundamental durante el desarrollo ocular. La pérdida de esta
fosforilacion afecta la estabilidad y estructura de la FTL-wt, favoreciendo la agregacion y
formacion de opacidades en el cristalino, dando lugar a diferentes malformaciones oculares.
En particular, dicha pérdida podria explicar la aparicion de las cataratas bilaterales en
pacientes portadores de esta mutacion. En este contexto, la fosforilacion de residuos criticos
como la S-33 resulta esencial para mantener la funcion normal de la proteina y prevenir la
formacion de agregados proteicos anormales. Este estudio representa una aproximacion
preliminar para comprender, desde una perspectiva bioquimica y bioinformatica, el efecto
de variantes genéticas como la T30I en la fisiopatologia de la hiperferritinemia con cataratas.
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