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RESUMEN

Introduccion: La Enfermedad de Wilson se
caracteriza por la acumulacién de cobre en
higado, cerebro, rifilones y cérnea. Se transmite
con un patrén de herencia autosémico recesivo.
La causa molecular que la provoca son las
mutaciones en el gen ATP7B. Se han informado
en la literatura mas de 139 polimorfismos en el
gen ATP7B.
Objetivo:

conformacionales en los exones 10 y 13 y

Identificar los cambios
detectar los polimorfismos p.K832R y p.T991T en
el gen ATP7B en pacientes cubanos con
diagnéstico clinico de Enfermedad de Wilson.

Material y Métodos: Se realizd un estudio
descriptivo, durante el periodo 2012 al 2013,
gue incluyd 27 pacientes con diagndstico clinico
de Enfermedad de Wilson. Para la amplificacion
del fragmento de interés, se utilizé la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa y para
identificar los cambios conformacionales se

ABSTRACT
Introduction: Wilson's disease is characterized
by accumulation of copper in the liver, brain and
cornea. It is transmitted with an autosomal
recessive inherited disorder. The molecular
causes are mutations in the ATP7B gene. It has
been reported in the literature more than
139polymorphisms of the ATP7B gene.
Objective: Identify the conformational changes
in exons 10 and 13 and detect the
polymorphisms p.K832R and p.T991T in the
ATP7B gene in Cuban patients with clinical
diagnosis of Wilson's disease.
Material and Methods: Was performed a
descriptive study including 27 patients with
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aplicé la técnica de Polimorfismo
Conformacional de Simple Cadena, en el exén 10

y 13 del gen ATP7B. La presencia de los

polimorfismos p.K832R y p.T991T fueron
identificados por secuenciacion.
Resultados: Se detectaron tres cambios

conformacionales diferentes denominados: (a, b
yc)enelexdn 10y (ay b) en el exdn 13 del gen
ATP7B. La frecuencia alélica de los
polimorfismos p. K832R y p.T991T en 27
pacientes cubanos con diagndstico clinico de la
Enfermedad de Wilson es 352% y 5,6%
respectivamente.

Conclusiones: Se analizd6 por primera vez en
Cuba la combinacién de los polimorfismos p.
K832R y p. T991T que posibilitara hacer estudios
moleculares por métodos indirectos.

claves: Enfermedad de
p.K832R,
secuenciacion, gen ATP7B.

Palabras Wilson,

polimorfismo p.T991T, SSCP,

Wilson’s disease ranging in the time from 2012
to 2013. Were applied the polymerase chain
reaction to amplify the fragment of interest and
the Conformation Polymorphism Single-Chain
procedures in the exon 10 and 13 of the ATP7B
gene. The p. K832R and p. T991T polymorphisms
were detected by sequencing this fragment.
Results: Three different conformational changes
were identified: (a, b and c) in exon 10 and (a
and b) in exon 13 of the ATP7B gene. The allelic
frequency of polymorphisms p. K832R and p.
T991T in 27 Cuban patients with clinical
diagnosis of Wilson's disease is 35.2% and 5.6%,
respectively.
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Conclusions: It is the first time in Cuba that a
combination of the polymorphisms p. K832R and
p. T991T were identified which will allow to
make possible molecular studies by indirect
methods.

INTRODUCCION

La Enfermedad de Wilson (EW, MIM 277900)1
es un trastorno hereditario. El patron de
herencia es autosdmico recesivo. Se considera
una de las enfermedades raras descritas a nivel
internacional. Se caracteriza por la acumulacién
de cobre fundamentalmente en el higado,
cerebro y cornea. El diagndstico clinico-genético
de esta enfermedad resulta complejo.2

Se caracteriza por dafios en el higado, que
puede ser desde la alteracidn de los niveles
séricos de transaminasas hasta una cirrosis
descompensada, incluyendo incluso hepatitis
fulminante. Los pacientes pueden presentar
afectaciones a nivel cerebral; las
manifestaciones pueden ser desde temblores,
distonia, entre otros. Es una enfermedad
genética tratable; sin embargo, puede provocar
alteraciones irreversibles que pueden llevar a la
muerte de no atenderse de forma adecuada. La
causa molecular que la provoca son las
mutaciones en el gen ATP7B (MIM 606882), el
cual presenta 21 exones y se han reportado mas

OBIJETIVO
Considerando que en Cuba no existe el
diagnéstico molecular de la Enfermedad de
Wilson nos proponemos como objetivo
identificar los cambios conformacionales en los
exones 10 y 13 y detectar los polimorfismos

p.K832R y p.T991T en el gen ATP7B en pacientes
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Keywords: Wilson’s disease, p. K832R
polymorphism, p. T991T polymorphism, SSCP,

sequencing, ATP7B gene.

de 500 mutaciones hasta la actualidad.>®
Ademas se han identificado mas de 139
polimorfismos que estan distribuidos en todo el
gen ATP7B y en los intrones, los exones mas
polimdrficos reportados son: 2, 8 y el 16. En los
exones 10 y 13 se han identificado varios
poIimorfismos.9

Los polimorfismos p.K832R y p.T991T se
encuentran localizados en los exones 10 y 13 del
gen ATP7B. Estos
identificado en diversas poblaciones, en paises

polimorfismos se han

como en India, Canadd, China, Japdén, Reino
Unido e Iran.***

Para la determinacién del espectro mutacional y
la identificacion de polimorfismos en el gen
ATP7B es necesario una adecuada tecnologia de
cribaje. Una de las técnicas mas utilizadas para
este propdsito es el Polimorfismo
Conformacional de Simple Cadena, SSCP (del
conformation

inglés single-strand

polymorphism).

cubanos con diagndstico clinico de esta
identificacion  del  SNP

(Polimorfismo de un solo nucleétido) va a

enfermedad. La

constituir una herramienta molecular para el
asesoramiento genético adecuado para el
individuo afectado y su familia.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio descriptivo en el Centro
Nacional de Genética Médica y el Instituto
Nacional de Gastroenterologia, durante el
periodo 2012-2013, que incluyd 27 pacientes
cubanos (9 mujeres y 18 hombres) con
diagndstico clinico de EW, 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 Declaracién de Helsinki.

Las variables analizadas fueron: frecuencia
alélica del polimorfismo p.K832R (cambio
conformacional a para la variante normal vy
cambio conformacional b para la presencia del
polimorfismo p.K832R en estado heterocigbtico
y ¢ para la presencia del polimorfismo p.K832R
en estado homocigético). Otras variables fueron:
frecuencia alélica del polimorfismo p.T991T
(cambio conformacional a para la variante
normal y cambio conformacional b para Ia
presencia del polimorfismo p.T991T en estado
heterocigdtico) y manifestaciones clinicas
(hepaticas, neuroldgicas y mixtas). La evaluacion
de las manifestaciones clinicas fue realizada por
un equipo multidisciplinario (gastroenterdlogos,
genetistas, neurdlogos, bioquimicos), siguiendo
los criterios de diagndstico de la enfermedad.

Se seleccionaron los exones 10 y 13 del gen
ATP7B para la
conformacionales y la identificacién de los
polimorfismos p.K832R y T991T. A todos los

pacientes se les tomd una muestra de sangre y

deteccion de cambios

se extrajo el ADN, mediante el método de
precipitacion salina®® a partir de 10 ml de sangre
periférica con 4acido etildiaminotetraacético
(EDTA, del inglés Ethylene Diamine Tetra Acetic
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Acid) (56 mg/ml).

Las condiciones para la amplificacion de los
exones 10 y 13 mediante la técnica de Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés
Reverse  Transcription Polymerase  Chain
Reaction) fueron: 100ng de ADN, 10 pmoles/pL
de cada oligonucléotido del exén10: (E10R: 5°
CAGCTGGCCTAGAACCTGA 3, E10L: 5
TATCCTCCT GAGGGAACATG 3°) Y EL EXON 13: (F)
5'-AGT CGC CAT GTA AGT GAT AA-3'Y (R) 5'-CTG
AGG GAA CAT GAA ACA A-3', IMM DE DNTPS
(BOEHRINGER), 10X tampdén PCR, 15mM de
MgCl2, 1u de Taq polimerasa (Amplicen), en un
volumen de 25 ul.17

Posteriormente se realizé la electroforesis SSCP.
Se mezclé 3,5ul con una solucién de parada de
bromofenol azul (0,05 % BFA, 10mM NaOH, 95%
formamida, 20mM EDTA) y 1 ul 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 tincién con
plata, siguiendo las instrucciones del juego
comercial: kit Plus One DNA Silver Staining
(Amersham Biosciences, 2007).

Se procedié a la secuenciacién del patrén
alterado por SSCP. El secuenciador utilizado fue
ALF-Express Il (Amersham Pharmacia Biotech).
Un paso critico y decisivo fue la purificacion del
producto de PCR, el cual se realizé con el juego
comercial de la Qiagen ( QlAquick, PCR
Purification  Kit). Los resultados fueron
analizados mediante el programa informatico
del equipo y comparados con la secuencia de
ADN de referencia del gen ATP7B (GenBank:

NMO0O00053), el cododn de iniciacion fue ATG.
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RESULTADOS

La edad de inicio de la enfermedad de los 27
pacientes analizados fue de 25,4 afios+3,1 y la
edad de los pacientes que contienen los
polimorfismos p.K832R y p.T991T fue de 24,3
anos +2,6.

Se identificaron tres cambios conformacionales
denominados: a, b y c en el exén 10 y dos
cambios en el exdn 13, con el uso de la técnica
SSCP. El cambio conformacional a correspondio
a la variante normal en los dos exones
estudiados. Las muestras que presentaron el
cambio conformacional b y c se secuenciaron. Se
obtuvo como resultado la identificacién del
polimorfismo p.K832R en estado heterocigbtico
y homocigoético el exén 10 y p.T991T en estado
heterocigdtico en el exdn 13. Se identificaron
cinco homocigdticos y nueve heterocigdticos en
el exén 10 para el polimorfismo p.K832R. Se
detectaron tres pacientes heterocigéticos para
el polimorfismo p.T991T. Se identificé este
polimorfismo p.K832R y p.T991T en 51,9% y 11,1
de los pacientes cubanos analizados
respectivamente.

Los 18

polimorfismos p.K832R y p.T991T provienen de

pacientes que presentaron los
las provincias: Pinar de Rio (6), La Habana (4),
Matanzas (3), Camagliey (2), Santi Spiritus (1),

DISCUSION

Se han informado en la literatura internacional
mas de 139 polimorfismos en el gen ATP7B en
pacientes con la Enfermedad de Wilson.?

La edad de inicio de la enfermedad de los 27
pacientes estudiados es similar a la edad de
inicio de los pacientes donde se identificaron los
polimorfismos p.K832R y p.T991T. Por tanto, la
presencia de los polimorfismos estudiados no
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Ciego de Avila (1) y Guantanamo (1).

El polimorfismo p.K832R es consecuencia de un
cambio de adenina por guanina, lo cual provoca
el cambio del aminoacido lisina por arginina en
la posicién 832 de la proteina ATP7B en el cuarto
segmento de transmembrana.

El polimorfismo p.T991T es consecuencia de un
cambio de citosina por guanina, lo cual no
provoca el cambio del aminoacido treonina en la
posicion 991 de la proteina ATP7B en el sexto
segmento de transmembrana.

Estos polimorfismos no afectan la funcion de la
proteina y se ha identificado en diversas
poblaciones con una frecuencia mayor que 1%.
La frecuencia alélica en los 27 pacientes cubanos
estudiados de los polimorfismos p.K832R vy
p.T991T es de 35,2% y 5,6% respectivamente.
(Tablal).
En esta investigaciébn se analizaron las
manifestaciones clinicas de los pacientes que
p.K832R vy
p.T991T, las cuales se agruparon en diferentes

presentaron los polimorfismos

grupos: hepaticas, neuroldgicas, mixtas vy
asintomaticas; estas son las manifestaciones
mads frecuentes informadas en la literatura
internacional en los pacientes con diagnéstico

clinico de la Enfermedad de Wilson. (Tabla 2).

influye en la edad de inicio de la enfermedad.
Las provincias mas representadas fueron Pinar
de Rio y La Habana.

En Cuba, se comienza a realizar la deteccion de
polimorfismos en el gen ATP7B en 2008. Un paso
previo a la busqueda de mutaciones vy
polimorfismos en este gen es la deteccién de

cambios conformacionales. El polimorfismo
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p.K832R y p.T991T son informados en diversos
paises; sin embargo, hay reportes en los cuales

no informan la frecuencia alélica. (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencias alélicas de los polimorfismos p.K832R y p.T991T en diversas

poblaciones humanas v sus referencias
Polimorfismo | '

_ Frecuencia '
| alélica (20)

27,4 p.K832R

p.K832R

Mo se informa

5 p.T991T

27 | pTogir |

Mo se informa p.T991T

s s
p.T991T

Mo se informa

p.TOO1T

La frecuencia alélica del polimorfismo p.K832R
en 27 pacientes cubanos con diagndstico clinico
de la Enfermedad de Wilson resulté ser la mas
alta, comparada con los datos de los paises
analizados, lo cual debe ser por el origen étnico
de nuestra poblacién. Hubiese sido interesante
gque los investigadores espafioles hubiesen
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Pais Referencias

e I c

Puerto Rico 19
BT —

publicado la frecuencia de este polimorfismo en
su poblacién para compararla con el nuestro
(Tabla 1). Los datos de los paises consultados
presentaron frecuencias alélicas similares a esta
investigacidn, por ejemplo: en un estudio en
pacientes chinosll y en pacientes iranies,13
pues no hubo diferencias significativas al
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compararlo con los resultados obtenidos en
pacientes cubanos. Sin embargo, en Japdn
informan una frecuencia de 2,4%, la cual es muy
baja y se comporta como una Vvariante
polimérfica rara.10

La frecuencia alélica del polimorfismo p.T991T
en 27 pacientes cubanos con diagndstico clinico
de la Enfermedad de Wilson resultd ser la mas
alta, comparada con los datos de los paises
analizados, lo cual debe ser por el origen étnico
de nuestra poblacion aunque fue similar a lo
(Tabla 1). Los
investigadores espafioles no han informado la

informado en  Canada.
frecuencia de este polimorfismo en su pais21
dato que seria de utilidad para compararlo con
los resultados obtenidos en esta investigacion,
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por el origen étnico de nuestra poblacion y es de
esperar que las frecuencias obtenidas en Espaiia
sean similares a las de Cuba.

Entre las principales manifestaciones clinicas en
los pacientes que presentaron el polimorfismo
p.K832R fueron mds frecuentes las hepaticas
(27,8%), entre las que se encontraron: ictericia,
esplenomegalia, ascitis, hepatomegalia, entre
otras. Las manifestaciones neuroldgicas se
detectaron en 22,2% de los pacientes. Las
manifestaciones mixtas se identificaron en 100%
de los pacientes con el polimorfismo p.T991T
(Tabla 2). En nuestro estudio no se evidencio
manifestaciones  psiquidtricas en los 27
pacientes analizados.

Tabla 2. Manifestaciones clinicas de los pacientes que presentaron los polimorfismos p K832R
y p.T991T y la combinacion de los mismos

Polimorfismo Manifestaciones Manifestaciones Manifestaciones Asintoma-
hepaticas neurologicas mixtas ticos
p.K832R 5 4 2 4
p.T991T 0 0 0 0
p.K832Ry p.T991T 3 0 0 0

En los dos polimorfismos analizados las

manifestaciones hepaticas son las mas
frecuentes, una razén pudiera ser que la
mayoria de los pacientes se diagnostican en el
Instituto Nacional de Gastroenterologia y llegan
a este centro por sintomatologia hepatica.
Ademas en la literatura se informa que la mayor
frecuencia de las manifestaciones en los
pacientes con la enfermedad de Wilson son
ambos

. sy . 21
precisamente las hepaticas. En

polimorfismos se identifican un nuUmero

reducido de pacientes con manifestaciones
neuroldgicas de acuerdo con lo informado en Ia
literatura. 2?2

En Cuba se habia identificado el polimorfismo
p.K832R con anterioridad en 100 pacientes
cubanos por este colectivo de autores en 2013%
y su frecuencia fue muy similar al informado en
este estudio que es continuidad del mismo.

En tres pacientes se identificaron la presencia de
ambos

polimorfismos y presentaron

manifestaciones mixtas. La combinacion de
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estos dos polimorfismos son utilizados en
diversas investigaciones en el estudio molecular
de pacientes con la Enfermedad de Wilson.? En
Venezuela se utilizan estos dos polimorfismos y
otros tres mas (p.vV456L, 1VS3, p.V1140A) para
determinar los haplotipos en familias donde
haya al menos un individuo afectado con la
enfermedad de Wilson.”

La identificacién de los polimorfismos p.K832R y
p.T991T permitira en un futuro inmediato el
diagndstico molecular por métodos indirectos y
su correlacién con las manifestaciones clinicas

CONCLUSIONES
Estd disponible la identificacion de los
polimorfismos p.K832R y p.T991T en pacientes
cubanos con diagndstico clinico de Ia
Enfermedad de Wilson a la Red Nacional de
Genética Médica y el Instituto Nacional de

Gastroenterologia. Las manifestaciones
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