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Resumen

Fundamento: La enfermedad de Wilson constituye un
problema de salud mundial. Las manifestaciones
clinicas son muy variables, lo cual contribuye a las
dificultades en el diagndstico. La presencia de
trastornos de los factores de la coagulacion, asociados a
ella, no es comun, pero se han informado casos en la
literatura.

Objetivo: identificar trastornos de la coagulacién y su
causa molecular en pacientes cubanos con diagndstico
clinico de enfermedad de Wilson.

Métodos: estudio descriptivo de 50 pacientes cubanos
con diagnéstico clinico de enfermedad de Wilson,
realizado en el Centro Nacional de Genética Médica, La
Habana. Se extrajo el ADN de la sangre de los pacientes
por precipitacién salina. Se realizé la bUsqueda de
mutaciones en los exones: 2, 3, 6, 8, 10 y 14 del gen
atp7b mediante las técnicas SSCP, digestién enzimatica
y secuenciacion.

Resultados: solo en un paciente fue identificado el
trastorno de coagulacién (mutacidén p.L708P), lo que
representd el 2 % del total. El andlisis de dicha
mutacién mostré una puntuacién de 0,74, lo que
significd que puede provocar dafio a la proteina ATP7B.
Conclusidn: La frecuencia de aparicién de trastornos
de los factores de la coagulacién en pacientes cubanos
con diagndstico clinico de enfermedad de Wilson resulté
baja respecto a la informada por otros estudios. Sin
embargo, hay que considerarla como una probabilidad
real, y realizar las pruebas necesarias para su
confirmacion.
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Abstract

Foundation: Wilson's disease is a global health
problem. Clinical manifestations are quite variable,
which makes the diagnosis difficult. The presence of
factor coagulation disorders associated with it is not
common, but cases have been reported in literature.
Objective: to identify coagulation disorders and their
molecular cause in Cuban patients with a clinical
diagnosis of Wilson's disease.

Methods: descriptive study of 50 Cuban patients with
clinical diagnosis of Wilson's disease, conducted at the
National Center for Medical Genetics, Havana. DNA was
extracted from patients' blood by saline precipitation.
Exon mutations: 2, 3, 6, 8, 10 and 14 of the atp7b gene
were searched using SSCP techniques, enzymatic
digestion and sequencing.

Results: only one patient was identified with
coagulation disorder (mutation p.L708P), which
represented 2% of the total. The analysis of this
mutation showed a score of 0.74, which meant that it
could cause damage to the ATP7B protein.

Conclusion: The frequency of occurrence of factor
coagulation disorders in Cuban patients with a clinical
diagnosis of Wilson's disease was low compared to that
reported by other studies. However, it must be
considered as a real probability, and perform the
necessary tests for confirmation.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Wilson (EW) constituye un
problema de salud mundial. Es un trastorno
hereditario descrito por primera vez por Samuel
Alexander Kinnear Wilson en 1912. Si no se
atiende de forma adecuada, provoca lesiones
irreversibles en el higado y en el cerebro, que
pueden conducir a la muerte en edad pediatrica.
Se caracteriza por la acumulacion de cobre en
higado, cerebro, cérnea y otros tejidos.” Las
manifestaciones clinicas presentes en los
pacientes con esta enfermedad son muy
variables, lo cual contribuye a las dificultades
actuales'en el diagnéstico clinico.2343)

Se informan pocos casos con presencia de
trastornos en la coagulacién, sin embargo, su
estudio es de interés, debido a las consecuencias
gue acarrea.'®”® Para el estudio de quienes
padecen de EW es necesario un equipo
multidisciplinario constituido por
gastroenterélogos, hepatdlogos, genetistas,
bioquimicos, neurdlogos, psiquiatras, nefrélogos,
oftalmélogos, en dependencia de la
sintomatologia, y si se trata de alteraciones
hematoldgicas se incluye al hematdlogo.

La causa molecular que provoca la EW son las
mutaciones en el gen atp7b, de las cuales en la
actualidad se han informado més de 700.©0.11213)

Este trabajo tiene como objetivo identificar los
trastornos de la coagulacién y su causa
molecular en pacientes cubanos con diagndstico
clinico de enfermedad de Wilson.

METODOS

Se llevd a cabo un estudio descriptivo transversal,
con 50 pacientes cubanos con enfermedad de
Wilson, cuyo diagnéstico clinico fue realizado en
el Instituto de Gastroenterologia; y el diagndstico
molecular en el Centro Nacional de Genética
Médica, durante el periodo 2011-2013. Los
pacientes dieron su consentimiento por escrito
para participar en la investigaciéon, mediante un
documento elaborado para tal fin.

Se extrajo el ADN de la sangre de los pacientes
por el método de precipitaciéon salina. La
amplificacién de los fragmentos de interés se
hizo mediante la técnica PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa); y la blsqueda de
mutaciones en los exones 2, 3, 6, 8, 10 y 14 del
gen atp7b, mediante las técnicas SSCP
(Polimorfismo Conformacional de Simple

Cadena), digestién enzimatica y secuenciacion.
Esta investigacién fue aprobada por el Comité de
Etica y Consejo Cientifico del Centro Nacional de
Genética Médica.

Las variables analizadas fueron las que
caracterizaron la muestra en general, como sexo,
edad, edad al inicio de la enfermedad, edad al
momento del diagndstico; y otras como:
presencia de trastornos de coagulacién,
presencia de cambios conformacionales y
presencia de la mutacién p.L708P en el exén 8
del gen atp7b.

Deteccién de los cambios conformacionales

mediante la técnica de SSCP

Se mezcld 3,5ul con una solucién de parada de
bromofenol azul (0,05 % BFA, 10mM NaOH, 95 %
formamida, 20mM EDTA) y 1uL del producto
amplificado, en un volumen final de 7uL. Se
aplicé en un gel de acrilamida comercial
(GeneGel Excel 12,5/24 Kit). La visualizacion del
ADN se realiz6 por el método de tincién con plata,
siguiendo las instrucciones del juego comercial
kit PlusOne DNA Silver Staining (Amersham
Biosciences, 2007).

Visualizaciéon del ADN con el método de tincion

con plata

Después de las corridas electroforéticas de las
muestras con el uso de la técnica de SSCP, la
visualizacién del ADN se realizé por el método de
tincién con plata. Se siguieron las instrucciones
del juego comercial PlusOne DNA Silver Staining
(Amersham Biosciences, EUA).

Deteccién de la mutacién p.L708P en el exén 8

del gen atp7b

Se amplificd el exdén 8 del gen atp7b y se
procedié a la busqueda de la mutacion p.L708P.
Se digirié el producto de amplificacién con la
enzima de restriccién Alu |, a 37 °C, durante tres
horas. Se realizé la digestién en un volumen final
de 30 L con 15 pL del producto que se amplificd,
y 20 U de la enzima Alu I.

Electroforesis y visualizacidn de los fragmentos

digeridos

Para la separacién de los fragmentos que se
digirieron se realiz6 la electroforesis en el gel de
agarosa al 2 % para la mutaciéon p.L708P. El
voltaje que se usé fue de 250 V y el gel fue
tefiido con bromuro de etidio al 5X. Se utilizo el
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tampdn TBE 10X (0,5 % Tris, 10 mM EDTA, 0,5 %
acido bérico) para la corrida electroforética. El
ADN se visualizd por exposicién a la luz
ultravioleta en el transluminador 4000
(Stratagene, EUA).

Analisis del impacto funcional de la mutacién
p.L708P en la proteina ATP7B

Se utiliz6 el programa Polyphen-2 para analizar el
efecto de la mutacién p.L708P en la proteina
ATP7B.%

RESULTADOS

a b

a
Figura 1. 55CP del exon 8 del gen afp7b en pacientes

cubanos  oon

diagndstico  de

Del total de pacientes analizados, 18 fueron del
de sexo femenino (36 %), y 32 de sexo masculino
(64 %). La edad media de inicio de la EW en los
pacientes analizados (29,8 afios +£7,8). La edad
de diagnéstico fue de 31,1 afios £3,5).

Se detectd una paciente de 14 afos con
trastornos de los factores de la coagulacién,
encefalopatia hepética, irregularidad menstrual,
problemas del crecimiento y depresién;
manifestaciones clinicas que tuvieron una rapida
aparicion. Al realizar el analisis del exén 8, se
visualizaron dos cambios conformacionales
diferentes a la variante normal, denominados a y
b. (Figura 1).

4 5 6 7
'ul'
a b A oa

la EW. Cambios

conformacionales: a) camileras: 3-4, 6-7; b) carrilera 5.
Carrilera 2: control positivo heterocigotico para la
mutacidn p.L708P, Carrilera 1; control negativo, cambio
conformacional a, variante normal.

La corrida electroforética de esta paciente que
presentd los cambios conformacionales b, fue
similar al patrén electroforético del control

positivo heterocigético para la mutacién p.L708P.
Se mostré una paciente con cambio
conformacional b (2 %). (Figura 2).
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Figura 2. Corrida electroforética de la digestidn enzimatica de la
paciente que presentd la mutacion pL708P. Carrilera 1: marcador
de peso molecular 50 pb, nimero de catalogo: 10416-014,
Invitrogen. Carrilera 2: control positivo heterocigdtion para la
mutacion p.L708P. Carrilera 3: mostrd que es heterocigotica para
la mutacion p.L708P. Carrilera 4: cambio conformadonal a.
Carrilera 5: control negativo, no presenta la EW.

El andlisis de la mutacién p.L708P mediante el
programa Polyphen-2 mostré una puntuacién de

0,74, lo que significé que puede provocar dafio a
la proteina ATP7B. (Figura 3).

0,00 0,20 0.40

0,60 0,80 1,00

Figura 3. Analisis de la mutadon p.L708P con el predictor bisinformatico Polyphen-2. Puntuacion 0,74.

DISCUSION

Un paso previo a la busqueda de las mutaciones
en el gen atp7b, es la deteccién de cambios
conformacionales por la técnica de SSCP, y en
esta investigacion el cambio conformacional b
correspondi6 a la mutacién p.L708P.

La técnica de la digestion enzimatica permitié
confirmar la presencia de la mutacién p.L708P.
En la electroforesis se mostré el control
heterocigdtico positivo para esta, el cual
presentd el sitio de restriccion para la enzima
Alul en uno de sus alelos, fragmento 230pb. El
paciente que tuvo el cambio conformacional a,
presentd las bandas, 180pb y 50pb, el dltimo
fragmento no se encontré en la electroforesis,

pues migré con el frente de corrida. La Unica
paciente con trastornos de los factores de la
coagulacién exhibié los fragmentos 230pb,
180pb y 50pb, por lo que resulté heterocigética
para la variante p.L708P.

La mutacién p.L708P es la variante mas
frecuente en Islas Canarias*® y se ha
documentado una frecuencia de 2 % en
pacientes cubanos.® La paciente que resultd
heterocigética para esta mutacidn, refirié que su
bisabuela materna procedia de las Islas Canarias;
ello evidencia la importancia de considerar datos
como este de la ascendencia de los pacientes, en
los estudios genéticos.

La mutacién p.L708P provoca la sustitucién de
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timina por citosina en la posicién 2123 del gen
atp7b. Se localiza en el segundo segmento de
transmembrana de la proteina ATP7B, la cual
tiene la funcién de transportar el cobre en el
hepatocito.

La frecuencia de la presencia de trastornos de los
factores de la coagulacién en esta serie de 50
pacientes con diagnédstico presuntivo de EW fue
de 2 %, muy baja si se compara con lo que se
informa en la literatura.®'”!® Es valido destacar
que en la paciente con dichos trastornos, se
identificé la causa molecular de la enfermedad,
la mutacién p.L708P. Esto es fundamental para la
identificacién de portadores y pacientes
asintomaticos en la familia, y realizar acciones de
prevencién. En su tratamiento participaron un
conjunto de especialistas, tales como,
gastroenterdlogos, genetistas, neurdlogos,
hepatélogos, bioquimicos, hematdlogos, entre
otros. La EW, aunque no es una enfermedad
hematoldgica, puede asociarse a trastornos de
los factores de la coagulacién, lo que en algunos
casos requiere de reorientar el tratamiento en
beneficio del paciente.

La otra mutacién causante de la enfermedad no
fue identificada en los exones analizados, (2, 3, 6,
8, 10 y 14). Por tal motivo, debe ampliarse el
estudio molecular en la paciente, para examinar
los restantes exones del gen atp7b. Sin embargo,
la identificacién de la mutacién p.L708P fue
crucial para el tratamiento y seguimiento.

Se concluye que la frecuencia de aparicién de los
trastornos de los factores de la coagulacién en
pacientes cubanos con diagndstico clinico de EW,
es baja respecto a la informada por otros
estudios, realizados en otras poblaciones. Sin
embargo, hay que considerarla como una
probabilidad real, y realizar las pruebas
necesarias para su confirmacién, dadas las
implicaciones que tiene para la salud de estos
pacientes. La identificacién de la causa molecular
en la paciente permitié la confirmacién de la EW.
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