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Resumen

Fundamento: la enfermedad de Wilson se caracteriza
por la acumulacién de cobre, fundamentalmente en el
higado y cerebro. Se transmite con un patrén de
herencia autosémico recesivo. La causa molecular que
la provoca son las mutaciones en el gen atp7b, que se
encuentra en el cromosoma 13. Se han informado en la
literatura méas de 139 polimorfismos en el gen atp7b,
tanto en los exones como en los intrones.

Objetivo: identificar el polimorfismo T991T en
pacientes cubanos con diagnéstico clinico de
enfermedad de Wilson.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo, en el
Centro Nacional de Genética Médica, durante el periodo
2011-2013, que incluyd 35 pacientes con diagndstico
clinico de enfermedad de Wilson. Para la amplificacién
del fragmento de interés, se utilizé la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa y para identificar
los cambios conformacionales, la técnica de
Polimorfismo Conformacional de Simple Cadena, en el
exén 13 del gen atp7b. El polimorfismo T991T fue
identificado por secuenciacién del fragmento analizado
y la mutacién L708P por digestion enzimatica.
Resultados: la frecuencia alélica del polimorfismo
T991T en los 35 pacientes cubanos estudiados fue de
10 %. Las manifestaciones hepaticas fueron las mas
frecuentes (57,1 %). En el 71,4 % de los pacientes que
presentaron el polimorfismo T991T se identificé ademas
el polimorfismo K832R. En un paciente se identifico la
mutacién L708P.

Conclusiodn: la identificacién del polimorfismo T991T
permitird en un futuro inmediato el diagndstico
molecular por métodos indirectos y su correlacién con
las manifestaciones clinicas presentes en los pacientes
con enfermedad de Wilson.

Palabras clave: genes, degeneracién hepatolenticular,
polimorfismo genético, cuba

Abstract

Foundation: Wilson’s disease is characterized by the
accumulation of copper, mainly in the liver and the
brain. It is transmitted with an autosomal recessive
inheritance pattern. The mutations of atp7b gene are
the cause which produces it, which is found in
chromosome 13. In literature it has been informed
more than 139 polymorphisms in atp7b gene, both in
exons and in introns.

Objective: To identify T991T polymorphism in Cuban
patients with clinical diagnosis of Wilson’s disease.
Methods: A descriptive study was done, in the Center
of Medical Genetic, during the period of 2011-2013,
which included 35 patients with clinical diagnosis of
Wilson’s disease. For the amplification of fragment of
interest, it was used the Polymerase Chain Reaction
technique and to identify conformational changes, the
Simple Chain Conformational Polymorphism technique,
in exon 13 of the atp7bgene. T991T polymorphism was
identified by the sequence of the fragment analyzed
and the L708P mutation by enzymatic digestion.
Results: T991T polymorphism allele frequency in the
35 Cuban studied patients was of 10 %. Hepatic
manifestations were the most frequent (57.1 %). In the
71.4 % of the patients who presented T991T
polymorphism it was identified K832R polymorphism as
well. In one patient it was identified mutation L708P.
Conclusion: the identification of T991T polymorphism
will allow in the immediate future the molecular
diagnosis by indirect methods and its correlations with
clinical manifestations present in patients with
Wilson's disease.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Wilson (EW, MIM 27790) es un
trastorno hereditario que presenta un patrén de
herencia autosémico recesivo. Se caracteriza por
la acumulacién de cobre fundamentalmente en el
higado, cerebro y cérnea. El diagndstico clinico
de esta enfermedad resulta complejo.? Sus
manifestaciones hepdticas varian desde la
alteracién de los niveles séricos de
transaminasas hasta una cirrosis descompensada.
Las afectaciones a nivel cerebral pueden
manifestarse con temblores y llegar a
desencadenar enfermedad de Parkinson en
algunos casos. Es una enfermedad genética
tratable; sin embargo, algunas de las
alteraciones que provoca son irreversibles y
pueden llevar a la muerte de no atenderse de
forma adecuada. La causa molecular que la
induce son las mutaciones en el gen atp7b (MIM
606882), que presenta 21 exones y del cual se
han reportado mas de 500 mutaciones hasta la
actualidad.*?

Ademads, se han identificado mas de 139
polimorfismos que estan distribuidos en todo el
gen atp7b y en los intrones; los exones mas
polimérficos reportados son 2, 8 y 16, aunque en
el exén 13 se han identificado varios
polimorfismos.?

El polimorfismo T991T se encuentra localizado en
el exén 13 del gen atp7b. Ha sido identificado en
diversas poblaciones, en paises como la India,
Canada, Reino Unido e Iran.

Se describen pocos estudios moleculares en el
gen atp7b en América. En un estudio en el que
se analizan pacientes con diagnoéstico clinico de
la Enfermedad de Wilson en Estados Unidos y
Puerto Rico, se identifica el polimorfismoT991T,
aunque no se reporta la frecuencia alélica.*

Para la determinacién del espectro mutacional y
la identificacién de polimorfismos en el gen
atp7b, se requiere de una adecuada tecnologia
de cribaje. Una de las técnicas mas utilizadas
para este propdsito es el polimorfismo
conformacional de simple cadena, SSCP (del
inglés single-strand conformation polymorphism).?

Considerando que en Cuba no existe el
diagnostico molecular de la EW, es objetivo de
este estudio identificar los cambios
conformacionales en el exén 13 y detectar el
polimorfismo T991T en el gen atp7b de pacientes
cubanos con diagndéstico clinico de esta

enfermedad. La identificacién del SNP
(polimorfismo de un solo nucléotido) va a
constituir una herramienta molecular para el
asesoramiento genético adecuado para el
individuo afectado y la familia.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, en el Centro
Nacional de Genética Médica, durante el periodo
2011-2013, que incluyé seis familias cubanas
que sumaron 24 pacientes y 11 pacientes
independientes, para un total de 35 individuos
(14 mujeres y 21 hombres) con diagndstico
clinico de EW, los cuales asistian a la consulta del
Instituto Nacional de Gastroenterologia. Estos
pacientes dieron su consentimiento para
participar en la investigacién, de acuerdo con los
principios éticos de la declaracion de Helsinki.
Este estudio fue aprobado por el consejo
cientifico y el comité de ética del Centro Nacional
de Genética Médica.

Las variables analizadas fueron: edad de inicio de
las manifestaciones clinicas de EW, provincia de
procedencia, frecuencia alélica del polimorfismo
T991T (cambio conformacional a para la variante
normal y cambio conformacional b para la
presencia del polimorfismo T991T en estado
heterocigo6tico), manifestaciones clinicas
(hepéticas, neuroldgicas, asintomaticos),
concentracion de ceruloplasmina en sangre,
resultado de biopsia de tejido hepético, presencia
de los polimorfismos T991T y K832R, presencia
de la mutaciéon L708P. Todas estas variables
fueron registradas en una base de datos en el
Centro Nacional de Genética Médica.

La evaluacion de las manifestaciones clinicas fue
realizada por un equipo multidisciplinario
(gastroenterélogos, genetistas, neurélogos,
bioquimicos), siguiendo los criterios de
diagnéstico de la enfermedad.

La concentracién de ceruloplasmina en sangre se
determindé en el Instituto Nacional de
Gastroenterologia por el método colorimétrico
descrito por Ravin.® Las determinaciones de
cobre en tejido hepatico se realizaron por
espectrofotometria de absorcién atémica, en el
espectrofotdmetro Perkin Elmer, modelo 2380,
segun Osheim y Ross.’

Los estudios moleculares se realizaron en Centro
Nacional de Genética Médica, en el laboratorio de
Biologia Molecular. Para la deteccién de cambios
conformacionales y la identificacién del
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polimorfismo T991T, se selecciond el exén 13 del
gen atp7b. A todos los pacientes se les tomé una
muestra de ADN, mediante el método de
precipitacion salina®a partir de 10 ml de sangre
periférica con acido etildiaminotetraacético
(EDTA, del inglés Ethylene DiamineTetra Acetic
Acid) (56 mg/ml).

Las condiciones para la amplificacién del exén 13
mediante la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR, del inglés Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction), fueron: 100ng de
ADN, pmoles/ml de cada oligonucléotido del exdn
13:

(F) 5'-AGT CGC CAT GTA AGT GAT AA-3'y (R)
5'-CTG AGG GAA CAT GAA ACA A-3', 1mM de
dNTPs (Boehringer), 10X tampdn PCR, 15mM de
MgCl,, 1u de Taq polimerasa (Amplicen), en un
volumen de 25 pl.°

Posteriormente se realizd la electroforesis SSCP.

Se mezclé 3,5ul con una solucién de parada de
bromofenol azul (0,05 % BFA, 10mM NaOH, 95 %

Tabla 1. Frecuencias

formamida, 20mM EDTA) y 1 pl del producto
amplificado, en un volumen final de 7ul. Se aplicé
en un gel de acrilamida comercial (GeneGel Excel
12,5/24 Kit). La visualizacién del ADN se realiz6
por el método de tinciédn con plata, siguiendo las
instrucciones del juego comercial: kit PlusOne
DNA Silver Staining (Amersham Biosciences,
2007).

Se procedié a la secuenciaciéon del patrén
alterado por SSCP. El secuenciador utilizado fue
ALF-Express. Un paso critico y decisivo fue la
purificacién del producto de PCR, el cual se
realizé con el juego comercial de la Quigen
(QIAquick, PCR Purification Kit).

Esta investigacidon es uno de los resultados del

proyecto ramal Estudio molecular de familias
cubanas con la EW.

RESULTADOS

La frecuencia alélica en los 35 pacientes
estudiados fue de 10 %. (Tabla 1).

alélicas del polimorfismo

T991T en diversos paises v sus referencias

Pais Frecuencia alélica Referencias

Cuba 10 %(7/70 alelos)

Canada 5,4 %(22/408 alelos) 8

Iran 5 %(7/140 alelos) g
Turquia Mo se informa 10-11
Reino Unido 2,7 %(11/408 alelos) 12
Croacia Mo informa 13
Venezuela Mo informa 14
India Mo informa 15

El polimorfismo T991T en estado heterocigético
fue identificado en el 20 % de los pacientes. La
media de la edad de inicio de EW de los
pacientes que resultaron heterocigéticos para el
polimorfismo T991T fue 21,4 afios. En el 71,4 %
de los pacientes los niveles de concentracion de
ceruloplasmina fueron menores que 20mg/mL

(criterio diagndstico de EW). El 57,1 % de los
pacientes presentd una concentracién de cobre
en tejido hepatico mayor que 250ug/g de tejido
seco (criterio diagnéstico de EW). En cuanto al
resultado histopatoldgico, la hepatopatia crénica
mostré un ligero predominio respecto a la
esteatosis. (Tabla 2).
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Tabla 2. Pacientes heterocigdticos para el polimorfismo T991T seqgun edad de inicio,
provincia, concentracidn de ceruloplasmina y resultados de biopsia hepatica

Biopsia en
Pacientes E?:igige Provincia Ceruloplasmina tej__idl_o . Resulta-:!o_
(aitos) (mg/dL) hepatico histopatologico
(wa/g)
P1 34 Habana 19 21237 Esteatosis
F2 18 Habana a 234 Hepatopatia crdnica
F3 33 Habana 22 105 Hepatopatia crdnica
P4 16 Habana 12 362 Esteatosis
F5 16 Ciegode Avila 24 185 Esteatosis
= 19 Ciegode Avila 10 261 Esteatosis
F7 14 Pinar del Rio 14 269 Hepatopatia cronica

Entre las principales manifestaciones clinicas en
los pacientes que presentaron el polimorfismo
T991T, fueron mas frecuentes las hepaticas (57,1
%), sequidas de las neuroldgicas, identificadas en

Tabla 2. Pacientes

heterocigdticos

para el

el 28,6 %. Solo un paciente se mostré
asintomatico. También se encontraron otros
polimorfismos y mutaciones del gen atp7b en
estos pacientes. (Tabla 3).

polimorfismo  T991T  segin

manifestaciones clinicas, polimorfismos K832R y 2448-25G>=A y mutacidn L708P

Polimorfismo

Polimorfismo

Pacientes Manifestaciones K837R 2448-25G>A Mutacion
P1 Hepaticas . . -
P2 Meuroldgicas Ho K832R . -
P3 Hepaticas Ho K832R . .
P4 Hepaticas Ht K832R > Ht L708P
P35 Asintomatico Ho K832R . -
PG Meuroldgicas Ht K832R = -
P7 Hepaticas . HEt 2448-25G=4 -

Ho: homocigdtico; Ht: heterocigdtico.

DISCUSION

En Cuba se comienza a realizar la deteccién de
polimorfismos en el gen atp7b en el afio 2008.
Un paso previo a la busqueda de mutaciones y
polimorfismos en este gen, es la deteccidn de
cambios conformacionales. Este polimorfismo no
afecta la funcién de la proteina y se ha
identificado en diversas poblaciones con una
frecuencia mayor que 1 %. La frecuencia alélica
del polimorfismo T991T obtenida en este estudio,
es mas alta que la reportada por otros paises
(Tabla 1).%'2 Una posible explicacion de este
resultado puede ser el origen genético, pero

habria que estudiar una poblacién mayor para
llegar a juicios mas concluyentes.

El polimorfismo T991T es consecuencia de un
cambio de citosina por guanina, lo cual no
provoca el cambio del aminoéacido Treonina en la
posicion 991 de la proteina atp7b en el sexto
segmento de transmenbrana.

Se obtuvo que en el 71,4 % de los pacientes que
presentaron el polimorfismo T991T, se identificd
ademads el polimorfismo K832R, ubicado en el
exén 10 del gen atp7b; asimismo, se identificd en
un solo paciente el polimorfismo 2448-25G>A. Se
esperaba encontrar ambos polimorfismos, pues
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en estudios anteriores se obtuvo para ellos una
frecuencia alélica de 35 % y 8,5 %
respectivamente.?8??

También se identificd, en un paciente
heterocigético compuesto para los polimorfismos
T991T y K832R, la mutacién L708P, localizada en
el exén 8 y frecuente en Islas Canarias. Esta
mutacion ha sido identificada en otros pacientes
cubanos con la enfermedad de Wilson.?®

Los polimorfismos K832R, T991T y 2448-25G>A
pueden ser utilizados en las familias cubanas con
algln individuo enfermo, para la realizaciéon de
los haplotipos y realizar el diagnéstico por el
método indirecto. Ademas, se pueden establecer
relaciones entre los haplotipos y las mutaciones,
similar a lo realizado por Paradisi y colaboradores
en Venezuela.*®

Debido al pequefio tamafio de la muestra no es
factible establecer una relacién entre la
presencia del polimorfismo T991T con la edad de
inicio, las manifestaciones clinicas y los
resultados de la biopsia hepatica. Sin embargo,
la identificacion del polimorfismo T991T,
disponible en la Red Nacional de Genética Médica
y el Instituto Nacional de Gastroenterologia,
permitird en un futuro inmediato el diagndstico
molecular por métodos indirectos y su
correlacién con las manifestaciones clinicas
presentes en los pacientes con EW, por lo que
serda una herramienta molecular para el
asesoramiento genético.
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