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RESUMEN

La enfermedad de Wilson es un trastorno hereditario que se transmite con un patrén de herencia autosémico re-
cesivo. Puede provocar lesiones irreversibles en el higado y el cerebro, que pueden llevar a la muerte. Su causa
molecular son las mutaciones en el gen atp7b con 379 variantes promotoras de la enfermedad. El diagnéstico
molecular es complejo. En este estudio se empleé la técnica de polimorfismo conformacional de simple cadena
para la determinacién de cambios conformacionales en el exén 8 de ese gen. Se detectaron dos cambios distintos
de la variante normal, denominados: b y ¢, los cuales correspondieron a las mutaciones L708P y 2304DupC en
estado heterocigético, respectivamente. Las frecuencias alélicas de tales mutaciones en 72 pacientes cubanos con
la enfermedad de Wilson son de 2 y 0.7%, respectivamente.
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ABSTRACT

Detection of conformationals shift and mutation in the exon 8 of the gene afp7b in cubans patients with
Wilson disease. Wilson's disease is a hereditary disorder of autosomal recessive inheritance that can cause irre-
versible, potentially lethal lesions to liver and brain. lts molecular cause is the appearance of mutations in the atp7b
gene. A total of 379 different disease-producing mutations are currently known, turning the molecular diagnosis of
this disorder into a formidable challenge. The present study used single-strand conformational polymorphism for the
detection of conformational changes in exon 8 of this gene. Two shifts distinct from the normal allele, denominated
b and ¢, were detected and mapped to mutations L708P and 2304DupC in heterozygosis. Allelic frequencies for
these mutations in 72 Cuban Wilson’s disease patients were 2 and 0.7%, respectively.

Introduccién

La enfermedad de Wilson (EW, MIM 27790) es un
trastorno hereditario que se transmite con un patrén
de herencia autosémico recesivo. Constituye un pro-
blema de salud mundial, cuya sintomatologia dificulta
su diagndstico clinico. Se caracteriza por la afectacion
del higado: desde una minima alteracion de los niveles
séricos de transaminasas, una cirrosis descompensa-
da, o una hepatitis fulminante. Las personas con esta
enfermedad pueden padecer dafios neuroldgicos como
pérdida de memoria, dificultad de movimientos, tem-
blores, problemas en el lenguaje, entre otros [1, 2].

El diagnostico clinico se basa en la interpretacion
de pruebas clinicas y bioquimicas, como la deter-
minacion de cobre en la orina de 24 horas, cobre en
suero, ceruloplasmina (de 5 a 15% de los pacientes
con la enfermedad presenta valores normales), biop-
sia hepatica (falsos positivos: sindromes colestasicos,
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y falsos negativos: distribucion irregular del cobre),
presencia de anillos Kayser-Fleischer, entre otros [1].
Por la sintomatologia hepatica puede confundirse con
hemocromatosis tipo 1 y a-1 antitripsina.

La prevalencia reconocida mundialmente es de
1/30 000; sin embargo, en Cuba atiin no se ha deter-
minado. El gen atp7b (MIM 606882) se encuentra
localizado en el cromosoma 13 en la region ql4.3-
g21, y se han descrito 518 variantes; de ellas, 379 son
mutaciones responsables de la enfermedad [3]. Mas
de la mitad de las mutaciones identificadas presentan
pérdida de sentido dentro de los dominios transmem-
branales de la proteina ATP7B y en el lazo largo uni-
dor de ATP [4-8]. También se han descrito algunas en
los sitios de empalme [9].

Por la gran heterogeneidad mutacional y que la
mayoria de los pacientes diagnosticados molecular-
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mente son heterocigdticos compuestos, generalmente
no se puede hacer una correlacion genotipo-fenotipo
[4-6]. Se ha observado que individuos homocigoéti-
€os para la mutacion H1069Q presentan diferencias
en las manifestaciones clinicas, por lo que pueden
estar involucrados otros factores genéticos (ATOXI1,
Apo E) y factores ambientales (incluyendo la variabi-
lidad nutricional)[10].

El diagnostico molecular de los pacientes con la
enfermedad de Wilson es complejo, pues el gen atp7b
presenta 21 exones y se han informado pocas muta-
ciones frecuentes. Su numero e incidencia varia de
acuerdo con el origen étnico y la localizacion geogra-
fica de cada poblacion. El exon 8 es polimorfico: se
han identificado 50 mutaciones que provocan la en-
fermedad [3]. La mutacion L708P afecta el transporte
de cobre y se ha detectado con una frecuencia de 60%
en Islas Canarias, en Brasil 16.7%, y en Estados Uni-
dos menor de 1% [11-13]. La mutacion 2304DupC
provoca un corrimiento del marco de lectura, con una
frecuencia de 2.6% en Norteamérica [13], ambas se
localizan en el ex6n 8 del gen atp7bh.

El diagnodstico molecular de esta enfermedad po-
sibilita la identificacién de sus causas genéticas, la
confirmacion del diagndstico clinico, la deteccion de
portadores y la identificacion de los sintomas previos,
que con un tratamiento temprano pueden mejorar la
calidad de vida.

Para la determinacion del espectro mutacional en
el gen atp7b es necesario una adecuada tecnologia de
pesquisa [4, 14]. Una de las técnicas para este pro-
posito es el polimorfismo conformacional de simple
cadena (SSCP).

Considerando que en Cuba no se ha abordado el
diagndstico molecular de la enfermedad de Wilson,
nos propusimos la busqueda de cambios conforma-
cionales y mutaciones en el exén 8 (exén polimorfi-
co) del gen atp7b en pacientes con este diagndstico
clinico.

Materiales y métodos

Universo de estudio

El estudio fue descriptivo. El universo se conformo
por 72 pacientes no relacionados con el diagnostico
clinico de la enfermedad de Wilson. La evaluacion la
cometiéo un equipo multidisciplinario (un genetista,
cuatro gastroenterdlogos, dos neur6logos y un bio-
quimico), siguiendo los criterios de inclusion para el
diagnostico. Los pacientes dieron su consentimiento
escrito de participar en la investigacion, mediante
un documento elaborado para tal fin, de acuerdo con
los principios éticos de la declaracion de Helsinki. El
consentimiento de los pacientes menores de edad, lo
ofrecio el tutor legal, asi la autorizacion para la se-
leccion de esta muestra. El estudio no implicé ningun
riesgo para los pacientes, mas bien beneficios de ase-
soramiento genético. Se les explico el caracter con-
fidencial de la investigacion. Esta fue aprobada por
el Comité de Etica del Centro Nacional de Genética
Médica.

Para la busqueda de cambios conformacionales, se
selecciond el exon § del gen atp7b, por la cantidad y
la frecuencia de mutaciones detectadas en €l en otras
poblaciones [3].

La extraccion de ADN fue por el método de preci-
pitacion salina [15] a partir de 10 mL de sangre perifé-
rica con EDTA (56 mg/mL) como anticoagulante.

Técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa

Las condiciones para la amplificacion del exon 8 me-
diante la técnica de reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) fueron: 100 ng de ADN, 10 pmoles/uL de
cada oligonucledtido informado por Loudianos y co-
laboradores: E8 1: 5" CTACTT CTT GGC AGC CTT
CACTG3",E82:5 GGA GCAGCTCTTTTC TGA
ACC TG 3’ [16], ANTPs 1 mM (Boehringer), tampén
PCR al 10X, MgCl, 15 mM, 1 u de Taq polimerasa
(invitrogen), en un volumen final de 25 pL. La téc-
nica se desarrolld en el termociclador MJ Research.
Se efectud una desnaturalizacion inicial del ADN a
94 °C durante 4 min. Laamplificacion incluyé 35 ciclos
de desnaturalizacion/ hibridacion/ extension: 20 s a
94 °C,30sa62°C,25sa72°C, respectivamente.

Técnica de polimorfismo conformacional
de simple cadena

Posteriormente se realizo la electroforesis por poli-
morfismo conformacional de simple cadena (SSCP).
En esta técnica, la doble cadena del ADN se desna-
turaliza, y el producto se separa por electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturali-
zantes. El tamafio de los fragmentos debe estar entre
150 y 300 pb. Se basa en la relacion que existe entre
la movilidad electroforética de la simple cadena del
ADN y su estructura conformacional.

Para realizar la técnica de SSCP, se comprobd el
producto de la reaccion de amplificacion, se mezcld
3.5 uL con una solucion de parada de bromofenol
azul (0.05% de BFA, NaOH 10 mM, formamida 95%,
EDTA 20 mM) y 1 uL del producto amplificado, en
un volumen final de 7 uL. Se desnaturalizé durante
5 min a 96 °C, y rapidamente se coloco en hielo. Se
aplicoé en un gel de acrilamida comercial (GeneGel
Excel 12.5/24 Kit) y se utilizo el equipo Genephor.
Las condiciones de corrida fueron: 500 V, 15 W, 15 °C
durante 2 h. Mediante el método de tincion con plata,
se visualizo el ADN, siguiendo las instrucciones del
juego comercial kit Plus One DNA Silver Staining
(Amersham Biosciences, 2002). Se utilizo un control
positivo heterocigdtico para las mutaciones: L708P y
2304DupC.

Deteccion de la mutacién L708P

Una vez detectados los cambios conformacionales en
el exon 8, se procedio6 a la busqueda de la mutacion
L708P, en los pacientes del control positivo que presen-
ten ese cambio conformacional. Se digiri6 el producto
de PCR con la enzima de restriccion Alu T a 37 °C,
durante 3 h. La digestion ocurrié en un volumen final
de 30 uL, 15 puL del producto amplificado y 15 U de la
enzima Alu I. Luego se visualizo en un gel de agarosa
al 2% a un voltaje constante de 250 V.

Deteccion de la mutacion 2304DupC

Mediante secuenciacion se comprobd la mutacion
2304DupC. El equipo utilizado fue ALF-Express II,
de Amersham Pharmacia Biotech. La purificacion del
producto de PCR se realiz6 utilizando el juego comer-
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cial QIAquick Kit (Quiagen), de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante. Las secuencias se analiza-
ron con el software ALFwin Sequence Analyser 2.11
y Blast (programa de alineamiento de secuencia).

Resultados y discusion

En el afio 2008 comenzaron en Cuba los estudios para
la deteccion de mutaciones del gen atp7b en pacientes
nativos con diagnostico clinico de la enfermedad de
Wilson. Antes de la bisqueda de la causa molecular
de esta enfermedad, se detectaron los cambios con-
formacionales.

En esta investigacion se detectaron tres cambios
conformacionales en el exon 8 del gen atp7b en 72
pacientes cubanos diagnosticados clinicamente con la
enfermedad de Wilson. Las variantes identificadas se
denominaron: a, by c.

Lafigura 1 es la corrida electroforética de un gel de
acrilamida al 12.5% (SSCP) del exdn 8 del gen atp7b
en 23 pacientes de los 72 analizados y un control po-
sitivo. Se observa el cambio conformacional a, que
corresponde a la variante normal, y el cambio con-
formacional b, correspondiente a la mutaciéon L708P
en estado heterocigdtico de una muestra control. Este
cambio conformacional b se detecto en tres pacientes
de los 72 analizados con diagndstico clinico de la en-
fermedad de Wilson, que no presentan ningun grado
de parentesco. Mediante la técnica de SSCP, un cam-
bio en la secuencia del gen que modifique la confor-
macion tridimensional del ADN, provoca un cambio
detectable en la electroforesis, por lo que la presencia
de la mutacion L708P en el exon 8 produce un cambio
conformacional en la secuencia y un cambio detecta-
ble en la eletroforesis, tal como muestra la figura 1.

De las muestras que presentaron el cambio confor-
macional b, se confirm¢é la presencia de la mutacion
L708P por digestion enzimética con la enzima de res-
triccion Alu 1. Su presencia hace que desaparezca el si-
tio de restriccion de la enzima. Los pacientes homoci-
goticos para esta mutacion presentan un fragmento de
230 pb y los heterocigdticos muestran tres fragmen-
tos: 230 pb, 180 pb y 50 pb. En la figura 2 se observa
la mutacion L708P en tres pacientes heterocigoticos.
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Figura 1. Corrida electroforética por la técnica de polimorfismo
conformacional de simple cadena del exén 8 del gen atp7b en
23 pacientes cubanos de los 72 estudiados con la enfermedad
de Wilson y un control positivo. Visualizado en un gel acrila-
mida al 12,5%. Carrileras 1-4, 6-18 y 20-23 presentaron el
cambio a. . Carrileras 5, 17 y 24, el cambio conformacional b.
Carrilera 19, control positivo heterocigético para la mutacién
L708P para el cambio conformacional b. La flecha indica la
presencia de cambios conformacionales.

Figura 2. Deteccién de la mutacién L708P, localizada en el
exo6n 8 del gen atp7b. Digestion a 37 °C con la enzima Alu |,
10 U/uL, visualizado en un gel de agarosa al 2%. Carrileras
1, 3, 4: muestras de pacientes cubanos con el cambio con-
formacional b, son heterocigéticas para la mutaciéon L708P.
Carrilera 2: marcador de peso molecular 50 pb, Invitrogen,
numero de catdlogo: 10416-014. Carrilera 5: control positivo
heterocigético para la mutacién L708P. Carrilera 6: paciente
que presenta el cambio conformacional a.

Esta mutacion resulta de una sustitucion de timina
por citocina en el gen atp7b en la posicion 2123, lo
cual provoca un cambio del aminoacido de leucina
por prolina en la posicion 708 de la proteina ATP7B.
En Islas Canarias se ha detectado con una frecuencia
de 60%, por lo que es la mutacion mas frecuente en
24 pacientes estudiados [11]. Sin embargo, no ha sido
identificada en estudios en otras regiones de Espana
[4, 17]. En Brasil es de 16.7%, por lo que es la segun-
da mutacion mas frecuente en 60 pacientes analizados
[12]. Es menor que el 1% en 109 pacientes de 13 esta-
dos de EE.UU. y Puerto Rico [13]. En los 72 pacien-
tes cubanos estudiados, la frecuencia fue del 2%.

Para concluir el diagnostico molecular en los tres
pacientes en los que se detectd la mutacion L708P
en estado heterocigético, hay que determinar la otra
mutacion heterocigética causante de la enfermedad
de Wilson. Por esta razon se van analizar los otros
exones del gen atp7b.

En Cuba se dispone una tecnologia rapida para el
diagnostico molecular y la determinacion de la mu-
tacion L708P en pacientes cubanos con diagnostico
clinico de la enfermedad.

De las 72 muestras estudiadas se detectd una con el
cambio conformacional ¢, que corresponde al mismo
patron electroforético que el control positivo para la
mutacioén 2304DupC en estado heterocigotico (Figu-
ra 3). Un paciente que presente esta mutacion tiene
una insercion de la base nitrogenada (citocina) en la
posicion 2304 en el gen atp7b (lo cual provoca un
corrimiento del marco de lectura). La presencia de
esta mutacion provoca un cambio conformacional en
la secuencia que es detectable en la eletroforesis por
SSCP (Figura 3). La confirmacién de este resultado
fue mediante la secuenciacion (Figura 4), con una fre-
cuencia de 3.3% en Brasil en 60 pacientes estudiados
[12] y de 2.6% en Norteamérica [13]. La frecuencia
en los 72 pacientes cubanos estudiados es 0.7%.

Por primera vez en Cuba se informan las frecuen-
cias alélicas de dos mutaciones en el gen atp7b en 72
pacientes con diagnostico clinico de la enfermedad de
Wilson.

En este estudio se identificaron tres cambios con-
formacionales en el exon 8 del gen atp7b en los 72
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Figura 3. Técnica de polimorfismo conformacional de sim-
ple cadena del exén 8 del gen ATP7B en dos pacientes con
enfermedad de Wilson. Visualizado en un gel acrilamida al
12,5%. Carrilera 1: control positivo (C-2), homocigético para
la mutacién 2304DupC, cambio conformacional d. Carrilera
2: cambio conformacional c. Carrilera 3: control positivo
(C-6) heterocigético para la mutacién 2304DupC, cambio
conformacional c. Carrilera 4: variante normal, cambio
conformacional a. La flecha indica la presencia de cambios
conformacionales.

pacientes analizados. De ellos, 67 pacientes presentan
la variante normal, tres el cambio conformacional b
correspondiente a la mutacion L708P en estado he-
terocigotico, y uno con el cambio conformacional c,
correspondiente a la mutacion 2304 DupC.

Para concluir el diagnéstico molecular de los pa-
cientes diagnosticados clinicamente, se identificaran
mutaciones y polimorfismos, en el resto de los exones

Recibido en enero de 2010. Aprobado
en abril de 2011.
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Figura 4. Deteccion de la mutacién 2304 DupC. A) Electrofore-
grama de la muestra que presenta el cambio conformacional
c. Se observa la insercién de una citocina en la posicién 2304.
B) Fragmento de andlisis del programa de alineamiento de
secuencia Blast. Se comprueba la insercién de una citocina
en la secuencia analizada en la posicion 2304.

del gen atp7h, sobre todo en aquellos de las diferen-
tes poblaciones estudiadas, con mutaciones mas fre-
cuentes.

Agradecimientos

Agradecemos a los pacientes y a sus familias por ha-
ber aceptado participar en esta investigacion. A Theo-
thor Todorov y Georgios Loudianos por el envio de
los controles positivos y por sus aclaraciones teoricas.
Agradecemos a Antonio Tugores por sus experiencias
en la deteccion de la mutacion L708P. Al Ministerio
de Salud Publica.

Biotecnologia Aplicada 2011; Vol.28, No.2



	BIOTECNOLOGÍA APLICADA Vol.28 No.2
	CONTENIDO / CONTENT
	OBITUARY
	Dr. Gustavo Kourí Flores (Havana, January 11, 1936 - Havana, May 6, 2011)

	ARTÍCULOS DE REVISIÓN / REVIEW ARTICLES
	Biorremediación: una herramienta para el saneamiento de ecosistemas marinos contaminados con petróleo
	Bioremediation: a tool for the management of oil pollution in marine ecosystems

	ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN / RESEARCH ARTICLES
	Screening of protease inhibitory activity in extracts of five Ascidian species from Cuban coasts
	Detección de cambios conformacionales y mutaciones en el exón 8 del gen atp7b en pacientes cubanos con la enfermedad de Wilson
	Detection of conformational shifts and mutations in exon 8 from the atp7b gene in Cuban Wilson’s disease patients
	Association analysis of COMT polymorphisms and Schizophrenia in a Cuban family sample. Preliminary results
	Evaluación del daño basal e inducido en el ADN de linfocitos de tres líneas de ratones, mediante el ensayo cometa alcalino
	Assessment of basal and induced DNA damage on lymphocytes from three mouse lines by means of the alkaline comet assay

	REPORTES / REPORTS
	Biotechnology Havana 2010: Successful healing of Diabetic Ulcers with Heberprot-P
	Report of the Conference Protection from HIV: Targeted Intervention Strategies; March 20-25, 2011, Canada
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2010 / Academy of Sciences of Cuba Awards, 2010
	Protective immune response against Neisseria meningitidis serogroup B after immunization with peptides mimicking a capsular polysaccharide epitope


	PRÓXIMOS EVENTOS / FUTURE EVENTS
	INSTRUCCIONES A LOS AUTORES
	INSTRUCTIONS TO AUTHORS





