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RESUMEN

Palabras clave

La enfermedad de Wilson (EW) presenta una expresion clinica muy variable, lo cual, contribu-
ye a las dificultades en el diagndstico clinico y se requiere entonces del estudio molecular. El
objetivo general fue establecer el diagndstico clinico y molecular de la enfermedad de Wilson
en Cuba. El problema cientifico esta dado por la ausencia del diagndstico molecular para los
pacientes cubanos con diagnoéstico presuntivo de la EW. La imposibilidad de realizar la corre-
lacién entre el genotipo y el fenotipo, asi como, la falta de una estrategia de trabajo a seguir
en Cuba para el estudio molecular. Por primera vez en Cuba se analizaron 154 individuos que
incluyen a los enfermos y a los familiares. Se introdujeron las tecnologias para el diagndstico
molecular de EW. Se detectaron las mutaciones en los pacientes cubanos con esta enferme-
dad y se caracterizaron molecularmente 75 alelos. Se determinaron los polimorfismos de
un solo nucledtido en el 100 % de los pacientes, familiares y controles negativos. Se estudid
la correlacion entre genotipo y el fenotipo. Se implementd y se generalizd una estrategia
racional para el diagnostico clinico y molecular, que puede servir a otras poblaciones con
ascendencia genética similar a la de Cuba. Este es el segundo pais de América Latina que
realiza los estudios moleculares a mas de 100 pacientes con diagndstico presuntivo de EW.
Es el primer pais con cobertura nacional para el estudio clinico y molecular de los pacientes
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con la EW en América Latina. Por primera para la ciencia se identificaron tres mutaciones nuevas,
hubo relacion entre la concentracion de cobre en orina y el tipo de mutacion. Estos resultados se
han publicado en un total de 19 articulos, que han alcanzado en total 90 citas. Se escribié el capitulo
de un libro. Hay dos publicaciones en fase de revision por el cuerpo editorial de la revista Biometals
y la revista Gastroenterologia de México. Han permitido la formacién de un master, un doctor y dos
especialistas en Gastroenterologia. Los resultados son avalados por cuatro premios nacionales y
uno internacional. Se obtuvieron seis reconocimientos por resultados cientifico-técnicos avalados
por el Ministerio de Salud Publica. Se participd en 20 eventos que incluyen provinciales, nacionales

e internacionales.

La enfermedad de Wilson (EW) se transmite con un pa-
trén de herencia autosémico recesivo. La causa molecular
que la provoca son las mutaciones en el gen ATP7B. Esta en-
fermedad representa un problema de salud en Cuba.

El objetivo general fue establecer y generalizar la estrate-
gia para el diagnostico clinico y molecular de la EW en Cuba.
Fueron otros objetivos los siguientes:

e Clasificar a los pacientes segun sus manifestaciones
clinicas.

e Determinar las mutaciones y los polimorfismos en el gen
ATP7B y sus frecuencias alélicas en pacientes cubanos
con diagndstico presuntivo de EW.

e Relacionar el genotipo y el fenotipo en los pacientes
cubanos donde se determina la causa molecular de la
EW.

e Predecir el impacto de las mutaciones que provocan el
cambio de un aminodcido por otro en la proteina ATP7B.

Clasificacion de los pacientes segun sus
manifestaciones clinicas

Los especialistas realizaron la clasificaciéon de las mani-
festaciones clinicas en los pacientes: hepéticas (77), neuro-
l6gicas y psiquidtricas (11), mixtas (11) y asintomaticas (9).
se realizd el diagndstico clinico por el método propuesto por
Ferenciy cols’.

Analisis de las mutaciones en pacientes
cubanos con diagnéstico presuntivo de la
EW

El estudio molecular en pacientes cubanos con diagnosti-
co presuntivo de la EW se realiza desde el afio 2003 en Cuba,
aunque hay un estudio previo donde se determinan las muta-
ciones en dos pacientes cubanos?. Se identificaron un total de
15 mutaciones, tres de ellas descritas por primera vez para la
ciencia. La mutacion mas frecuente en la muestra estudiada
fue la p.H1069Q°. Se detectaron 12 mutaciones en los seg-
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mentos de transmembranas, dos en el lazo de unién al ATP y
una en el dominio Cul. La segunda y tercera mutacion mas
frecuente fue p.E646D y p.V978A.

La cuarta mutacion mas frecuente en esta investigacion
fue la variante p.L708P*. El 100 % de los individuos que pre-
sentaron esta variante sus ancestros provenian de las Islas
Canarias. La mutacién p.N41S se identifico por primera vez,
en Brasil, en un paciente, el genotipo fue p.N41S/c.3402delC°.
En Cuba se muestra la mayor frecuencia de esta variante®.

Por primera vez en Cuba se hallaron 16 heterocigéticos
compuestos; de ellos, nueve genotipos no se figuraron en la
literatura internacional. Se detectd un homocigético para la
variante p.H1069Q/p.H1069Q y 37 heterocigdticos. Los resul-
tados de este trabajo confirmaron la heterogeneidad de las
mutaciones en los pacientes con la EW, similar a otras pobla-
ciones’®.

Relacion genotipo-fenotipo

El diagndstico clinico y el molecular permitieron la reali-
zacion de la correlacién genotipo-fenotipo por primera vez en
Cuba. El 82 % de los pacientes donde se hallaron las muta-
ciones responsables de la EW presentaron manifestaciones
hepaticas, y el 18 % tuvieron manifestaciones neuroldgicas y
mixtas (hepaticas y neuroldgicas).

El 66,7 % y el 80 % de los pacientes que presentaron las
mutaciones ¢.2304insC y ¢.3402delC respectivamente tuvie-
ron el inicio de la enfermedad antes de los 15 afios. Estas va-
riantes provocan el corrimiento del marco abierto de lectura
Yy, en consecuencia, se interrumpe la sintesis de la proteina
ATP7B. Los pacientes cubanos que presentaron estas muta-
ciones se diagnosticaron de manera precoz.

Hubo diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de las concentraciones del cobre en orina y el tipo
de mutacion, con un nivel de p <0,002. Por primera vez para la
ciencia se detectd que los pacientes que tuvieron la combina-
cion de mutaciones con cambio de sentido y deleciones pre-
sentaron mayor concentracion de cobre en orina recolectada
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en 24 h que los que presentan solamente las mutaciones con
cambio de sentido.

Estudio molecular en las familias cubanas

La prevencion es esencial en el analisis de los pacientes
con la EW. El estudio familiar incorporando la herramienta
molecular fue un elemento novedoso. En la presente investi-
gacion se concluyé el diagndstico molecular en el 71,4 % de
las familias analizadas. Se detectaron 6 individuos portado-
res; estos se consideraron en un principio como enfermos y
con el estudio molecular se conocid su verdadera condicion.
En el estudio familiar se hallaron dos pacientes asintomati-
cos,y después del estudio molecular se confirma unoy que el
otro es portador. Los pacientes asintomaticos tienen consul-
tas periddicas de control para instaurar el tratamiento precoz
(prevencién) cuando comiencen los sintomas.

Analisis de los polimorfismos en el gen
ATP7B en los pacientes cubanos

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) son herra-
mientas fundamentales para ofrecer el diagnéstico molecular.
Por primera vez en Cuba se identificaron cinco polimorfismos:
p.L456V, p.K832R ¢.2448-25G>A, p.T991T y p.AT1140V*™, los
cuales permitieron construir los haplotipos y relacionar con
las mutaciones en las familias afectadas.

Bioinformatica

El andlisis bioinformatico en este estudio fue crucial para
el entendimiento del efecto que causa las mutaciones identifi-
cadas en el gen ATP7B en la proteina. El programa Polyphen-2
predijo la probabilidad de: cinco mutaciones pueden provocar
dafio muy probable a la proteina ATP7B, dos variantes pue-
den inducir un dafio posible a la proteina y dos mutaciones se
clasificaron como benignas. Hubo correspondencia entre el
resultado del programa bioinformatico y las pruebas del labo-
ratorios realizadas en otras poblaciones’.

Estrategia molecular para el diagnéstico
de la EW en Cuba

Se propuso y se implementé una estrategia racional que
posibilita de forma integrada y eficaz diagndstico clinico y
molecular de los pacientes cubanos con la EW.

Aportes y novedad cientifica

Fueron publicados 19 articulos: 13 articulos originales, 4
revisiones bibliograficas y 2 resimenes de eventos, los cua-
les alcanzaron 90 citas. Las publicaciones internacionales
indexadas en Scopus y Web of Science fueron European J Hu-
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man Genetics (Fl: 3,636), Acta Pediatrica Espafiola (FI: 0,10),
Medicc Review (Fl: 1,18), Revista Gastroenterologia de México
(FI:0,338).

Se detectaron 12 variantes descritas en diferentes pobla-
ciones y se encontraron tres mutaciones informadas en el
mundo por primera vez. Es la primera investigacion que intro-
duce el diagndstico molecular de la EW en Cuba. Se describe
la relacion entre el genotipo y el fenotipo y se observaron di-
ferencias estadisticamente significativas entre las medias de
las concentraciones de cobre en orina y el tipo de mutacion.
Es el primer estudio donde se disefia la estrategia racional
para el diagndstico clinico y molecular de la EW en Cuba y
puede servir como guia para otras poblaciones con ascen-
dencia genética similar al de la poblacién cubana.

Se mostraron cambios conformacionales en todos los
exones que se seleccionaron del gen ATP7B, y las mutacio-
nes, conocidas y de nueva aparicion, en la poblacion cubana.
Se evidencio gran heterogeneidad de las mutaciones. Se esta-
blecio la relacion entre el tipo de mutacion y la edad de inicio
de los sintomas en los pacientes con diagndstico presuntivo
de esta enfermedad.

Los resultados de esta investigacion permitieron perfec-
cionar los procedimientos para el diagnostico diferencial de
la EW en Cuba. Se realizd la introduccion de las técnicas de
biologia molecular para el diagnostico de la EW. Se confir-
maron las mutaciones p.H1069Q y ¢.3402delC descritas con
anterioridad en pacientes cubanos. Se realiz¢ el estudio mole-
cular en las familias, que constituyo la piedra angular para el
asesoramiento genético, necesario en la practica médica. Se
disend la estrategia racional para el diagnéstico clinico y mo-
lecular de la EW en Cuba. Se realizé el diagndstico precoz, la
identificacion de los portadores, de los asintomaticos y de los
pacientes, con lo cual, al instaurarse el tratamiento temprano,
mejoro la calidad de vida de los enfermos. Cuba se convierte
en el tercer pals latinoamericano que establece el diagnostico
molecular de la EW y es el primero con cobertura nacional en
América Latina.
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