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Resumen

Fundamento: La enfermedad de Wilson es una entidad
rara con patréon de herencia autosémico recesivo, a
causa de las mutaciones en el gen ATP7B, lo cual
provoca la acumulacién de cobre en tejidos y érganos.
En la literatura se informan mas de 800 polimorfismos.
Objetivo: identificar el polimorfismo p.K952L en los
pacientes cubanos con diagndstico clinico presuntivo de
enfermedad de Wilson.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo, en el
Centro Nacional de Genética Médica y el Instituto
Nacional de Gastroenterologia, que incluyé 35 pacientes
con diagndstico clinico de la enfermedad de Wilson. La
extraccién del ADN fue por la técnica de precipitacion
salina; y la amplificacién del fragmento de interés,
mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa. Ademds, se empled la técnica de
Polimorfismo Conformacional de Simple Cadena para la
determinacién de los cambios conformacionales y la
presencia del polimorfismo p.K952L.

Resultados: en el exén 12 se identificaron los cambios
conformacionales denominados b y ¢, que
correspondieron al polimorfismo p.K952L en estado
heterocigético y homocigético, respectivamente. La
frecuencia alélica del polimorfismo p.K952L fue de 38,6
%. Las manifestaciones mas frecuentes en los pacientes
que presentaron este polimorfismo fueron las hepaticas.
Conclusidn: se identificé el polimorfismo p.K952L en
21 pacientes cubanos con diagndstico clinico de
enfermedad de Wilson, lo cual posibilita ampliar los
estudios moleculares por métodos indirectos.

Palabras clave: Degeneracién hepatolenticular,
trastornos de la coagulacién sanguinea, polimorfismo
genético, genética, patologia molecular

Abstract

Background: Wilson's disease is a rare entity with an
autosomal recessive inheritance pattern, due to
mutations in the ATP7B gene, which causes the
accumulation of copper in tissues and organs. More
than 800 polymorphisms are reported in the literature.
Objective: to identify the p.K952L polymorphism in
Cuban patients with a presumptive clinical diagnosis of
Wilson's disease.

Methods: a descriptive study was carried out at the
Medical Genetics National Center and the
Gastroenterology National Institute, which included 35
patients with a Wilson's disease clinical diagnosis. DNA
extraction was by saline precipitation technique; and
the amplification of the fragment of interest, by means
of the Polymerase Chain Reaction technique. In addition,
the Simple Chain Conformational Polymorphism
technique was used to determine the conformational
changes and the presence of the p.K952L polymorphism.
Results: in exon 12 the conformational changes called
b and ¢ were identified, which corresponded to the
polymorphism p.K952L in the heterozygous and
homozygous state, respectively. The allelic frequency of
the p.K952L polymorphism was 38.6%. The most
frequent manifestations in patients with this
polymorphism were liver.

Conclusion: The p.K952L polymorphism was identified
in 21 Cuban patients with a clinical diagnosis of Wilson's
disease, which makes it possible to extend molecular
studies by indirect methods.

Key words: Hepatolenticular degeneration genes,
blood coagulation disorders, polymorphism, genetic,
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INTRODUCCION

La enfermedad de Wilson (EW, MIM 277 900)
presenta un patrén de herencia autosémico
recesivo. Se caracteriza por la acumulacién de
cobre en diferentes érganos, tales como, higado,
cerebro, cérnea, rifiones, entre otros. En Cuba,
existe experiencia en el diagndstico clinico de la
EW, el cual se realiza por un equipo
multidisciplinario conformado por
gastroenterdlogos, genetistas, neurdlogos,
oftalmélogos, nefrdlogos, psiquiatras,
bioguimicos, hepatélogos, entre otros. La
expresion clinica es muy variable, y en ocasiones
dificulta el diagnéstico de esta enfermedad.”

La causa molecular que provoca la EW son las
mutaciones en el gen ATP7B, el cual codifica para
la proteina ATP7B, transportadora de cobre en el
hepatocito. Se han identificado mas de 800
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en el
gen ATP7B.® El estudio molecular permite el
diagndstico de la EW.24

En el ex6n 12 del gen ATP7B se identifico el
polimorfismo p.K952L en diversos paises, tales
como, China,”® Rusia,’® Taiwdan,” entre otros.
Este polimorfismo es consecuencia de un cambio
del aminodcido Arginina por Lisina en la posicién
932 de la proteina ATP7B. Ademads, se utiliza
para realizar haplotipos en familias donde haya,
al menos, un paciente con diagndstico clinico
certero de la EW, lo que permite la realizaciéon
del diagnéstico molecular en estos.®

Es objetivo de este estudio detectar el
polimorfismo p.K952L en pacientes cubanos con
diagndstico clinico presuntivo de la EW.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, en el Centro
Nacional de Genética Médica (Centro
Colaborador de la OMS para el desarrollo de
enfoques genéticos en la promocién de salud),
resultado del trabajo conjunto de este, el
Instituto de Gastroenterologia y la Universidad de
Guantdnamo, durante el periodo 2013-2016.
Fueron incluidos 35 pacientes (14 mujeres y 21
hombres) con diagnéstico clinico presuntivo de la
EW, los cuales asistieron a las consultas en el
Instituto Nacional de Gastroenterologia. Los
pacientes dieron su consentimiento para
participar en la investigacion, de acuerdo con los
principios éticos de la declaracién de Helsinki. Se
contd con la aprobacion por el Consejo Cientifico
y el Comité de Etica del Centro Nacional de

Genética Médica y el Instituto de

Gastroenterologia.

Las variables analizadas fueron: frecuencia
alélica del polimorfismo p.K952L, cambio
conformacional a para la variante normal,
cambio conformacional b para la presencia del
polimorfismo p.K952L en estado heterocigético y
el cambio conformacional ¢ en estado
homocigético. Las manifestaciones clinicas
fueron clasificadas en: hepaticas, neuroldgicas,
psiquidtricas y sus respectivas combinaciones.

La evaluacidon de las manifestaciones clinicas fue
realizada por un equipo multidisciplinario
(gastroenterélogos, genetistas, neurélogos,
oftalmélogos, hepatdlogos, psiquiatras,
nefrélogos y bioquimicos). Se siguieron los
criterios establecidos para el diagnéstico de la
enfermedad.

Para la deteccién de cambios conformacionales y
la identificacion del polimorfismo p.K952L, se
seleccion6 el exén 12 del gen ATP7B. Se tom6 a
los pacientes una muestra de sangre y se extrajo
el ADN mediante el método de precipitacién
salina® a partir de 10 mL de sangre periférica
con acido etildiaminotetraacético, EDTA, (56
mg/mL).

Las condiciones para la amplificacion del exén 12
mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), fueron: 100 ng de ADN, 12 (F)
5'-TCATAGGTTGTAATTTCCCATG-3"' y 12 (R) 5'-
CAGGATCAATGTCAGTAGATTAT-3', 1mM de
dNTPs (Boehringer), 10X tampdén PCR, 15mM de
MgCl,, 0,25U de Taq polimerasa (Invitrogen), en
un volumen de 25 pL.

Posteriormente, se realizé la electroforesis por la
técnica Polimorfismo Conformacional de Simple
Cadena (SSCP). Se mezclé 3,5 pyL con una
solucién de parada de Bromofenol azul (0,05 %
BFA, 10mM NaOH, 95 % formamida, 20 mM EDTA)
y 1 uL del producto amplificado, en un volumen
final de 7uL. Se aplicé en el gel de acrilamida
comercial (GeneGel Excel 12,5/24 Kit).

La visualizacion del ADN de interés se realizd
siguiendo las instrucciones del juego comercial
kit PlusOne DNA Silver Staining (Amersham
Biosciences, EUA).

El polimorfismo p.K952L se determiné por
comparacién de las corridas electroforéticas
mediante la técnica de SSCP. Se analizaron los
controles positivos heterocigéticos vy
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homocigéticos del polimorfismo p.K952L con el
producto amplificado obtenido por PCR del exdn
12 del gen ATP7B. Las condiciones de las
corridas electroforéticas fueron: 450 V de voltaje,
15 W de potencia, 10°C de temperatura y 3
horas de tiempo de corrida.

Los controles de las muestras de ADN de
pacientes heterocigéticos y homocigdticos
utilizados fueron enviados de los laboratorios
Ospedale Regionale per le Microcitemie, Cagliari,
de ltalia.

Se informd la media £DE (desviacién estandar)
de la edad de los pacientes en afos. Se
determiné la frecuencia y porcentaje del
polimorfismo p.K952L como: nimero de alelos
presentes en el polimorfismo p.K952L/Nimero
total de alelos totales. Para analizar si habia 0 no
diferencias significativas con lo informado en
otras poblaciones, se aplicé la prueba del
Chi-cuadrado.

El andlisis descriptivo se llevé a cabo mediante
estadigrafos de tendencia central (media

Tabla 1- Distribucion genotipica

pacientes cubanos con EW

aritmética) y de dispersién (minimo, maximo,
desviacién estandar e intervalos de confianza del
95 %).

RESULTADOS

La edad de inicio en los 35 pacientes estudiados
con la EW fue 26,4 afios con una desviacion
estandar de 11 afios. El intervalo fue de 6 afios
(minimo) y 39 afios (maximo).

La edad de inicio en los 21 pacientes cubanos
que presentaron el polimorfismo p.K952L fue
30,45 afios, con una desviacidn estandar de 11
afios. El intervalo fue de 7 afos (minimo) y 39
anos (maximo).

Se detectd el cambio conformacional b en 15
pacientes, el cambio conformacional c en 6 y el
cambio conformacional a en 14 individuos. Los
cambios conformacionales a, b y ¢
correspondieron a la variante salvaje, estado
heterocigdtico y homocigdtico para el
polimorfismo p.K952L, respectivamente. (Tabla
1).

del polimorfismo p.K952L en

Cambio

Polimorfisme Genotipo  Pacientes i Estado
conformacional
p.E932L GG 14 a Wariante salvaje
G/A 13 b Heterocigotico
AA 6 [ Homocigético

De los 35 pacientes cubanos con diagndstico
clinico presuntivo de la EW, se identificaron 15
pacientes heterocigdticos (43 %) y seis
homocigéticos (17 %) para el polimorfismo

p.K952L. La variante salvaje se detecté en el 40
% de los individuos estudiados. La presencia del
polimorfismo p.K952L representd el 60 % del
total de pacientes. (Fig. 1).
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Polimorfismo p.K952L

Presencia del polimorfiamo
p.K852L

Fig. 1- Frecuencia de la presencia del
polimorfismo p.K952L y la variante salvaje.
Ht: Heterocigotico y Ho: Homocigotico.

La frecuencia alélica del polimorfismo p.K952L fue de 38,6 %. (Tabla 2).

Tabla 2- La frecuencia alélica del polimorfismo p. K952L

g Error
Probabilidad Fstindas

en poblaciones estudiadas.

Pais Fr:;:ﬂul?nua Referencias
Cuba 38.6%
China 59,7 % 3 p =< 0.001 46
33.3% 10 NS
Fusia 47 %a 6 NS
Iran 26 % 11 NS

p.K952L, fueron mas frecuentes las hepaticas
(82,9 %), sequidas de las manifestaciones mixtas:

Entre las principales manifestaciones clinicas en
hepéticas y neurolédgicas (8,6 %). (Tabla 3).

los pacientes que presentaron el polimorfismo

Tabla 3- Distribucion de pacientes que presentan el polimorfismo

p.K952L segiin manifestaciones clinicas
2 o Hepaticas y Hepaticas v
Polimorfismo = i A neurologicas psiquiatricas
No. o No. % No. % No. %%
p.K952L 29 §2.9 2 520 3 8.6 1 2.9
920 diciembre 2021 | Volumen 19 | Numero 6
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Se identificé en un paciente (2,9 %) homocigético
con el polimorfismo p.K952L, la presencia de los
anillos de Kayser Fleischer; precisamente uno de
los que presentd manifestaciones hepaticas y
neurolégicas. Estos anillos constituyen un criterio
de diagnéstico clinico de la EW.

DISCUSION

El polimorfismo p.K952L se encuentra localizado
en el quinto segmento de transmembrana TM5
de la proteina ATP7B. Esta variante polimorfica
no afecta la funcién de la proteina transportadora
de cobre en humanos, y se identifica en diversas
poblaciones con una frecuencia mayor que el 1 %.55"

La frecuencia del polimorfismo p.K952L obtenida
en este estudio es similar a la observada en uno
de los estudios realizados en China,? sin que
existan diferencias significativas; y como se
esperaba, es mayor que el 1 %. En la otra
investigacién informada en China® hubo
diferencias significativas y dos de las causas
pudiera ser el origen étnico de la poblacién y el
numero de muestras. En estudios posteriores, se
analizara el impacto de este polimorfismo en los
pacientes cubanos con diagndstico presuntivo de
la EW. En otros paises, como Bulgaria,*" y
Taiwan*? presentan este polimorfismo, pero no
informan la frecuencia, por lo que no es posible
comparar con sus resultados.

Para el diagnéstico molecular de enfermedades
genéticas que posean uno 0 mas genes con un
numero elevado de exones, se requiere de una
tecnologia de avanzada, que garantice el éxito
del mismo. En el caso del gen ATP7B, posee 21
exones; el diagndéstico molecular se complejiza
debido a la variedad de exones a estudiar, y la
frecuencia de las mutaciones es baja. En la
actualidad con el avance de la tecnologia existen
diversos estudios moleculares en los pacientes
con la EW.®1314151817) Gin embargo, hay que tener
en cuenta que el médico que atiende al paciente
con sospecha de EW, siempre debe hacer un
minucioso diagndstico clinico.?®

En Cuba se han identificado mutaciones como p.
L708P,*%1® y p.N41S,?” que han permitido el
diagndstico molecular de algunos pacientes. Sin
embargo, una alternativa para el diagndstico de
la EW puede, ser el diagndstico molecular por
métodos indirectos, con la utilizaciéon de los
polimorfismos. En tal sentido, se propone la
utilizacion de los siguientes polimorfismos en los
pacientes cubanos p.K832R,?Y p.L456V,??
p.T991T® y p.K952L, para los estudios indirectos

e incorporarlos en el diagndstico molecular.

Se concluye, una vez identificado el polimorfismo
p.K952L en el 60 % de los pacientes estudiados,
gue se dispone de una nueva herramienta
molecular para ampliar el diagnéstico molecular
de la EW en Cuba por métodos indirectos.
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