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RESUMO

A doenga de Wilson (DW), distarbio herdado com carater autossémico recessivo,
caracteriza-se pela deficiéncia de excrecdo de cobre pelo figado, origindria de
mutagcbes do gene ATP7B. Foram descritas mais de 400 diferentes mutacdes
causadoras da doenca e existem escassas informagfes sobre o comportamento
genético da DW no Brasil.

Este estudo objetiva analisar uma amostra de 36 pacientes com DW provenientes da
populacdo sul-brasileira, avaliando as muta¢cdes ATP7B, as manifestacdes fenotipicas,
caracterizando a regido geografico-continental da familia e antepassados e
comparando os padrdes de manifestacbes geno-fenotipicas encontrados nesta
casuitica com os descritos no Brasil e no mundo.

A idade média no inicio dos sintomas foi de 23,3 + 9,3 anos, com um atraso médio de
27,5 £ 41,9 meses para o diagnostico definitivo. O tempo médio entre o inicio dos
primeiros sintomas clinicos e o diagnostico definitivo foi 18,5 = 12,4 meses na forma
neurologica; 6,7 + 5,8 meses na hepatica e; de 51 + 59,6 meses na mista. Houve
diferenca estatistica significativa no intervalo de tempo para o diagnostico entre a forma
hepatica e as demais (p=0,02 neurologica e p=0,004 mista). Ao diagndstico, nove
pacientes (25%) apresentavam quadro clinico exclusivamente neurologico, 14 (38,9%)
exclusivamente hepatico, 11 (30,6%) caracteristicas neurolégicas e hepaticas
(apresentacao mista) e 2 (5,5%) eram assintomaticos. Anéis de Kayser-Fleischer foram
identificados em 55,6%, com maior freqiéncia nos pacientes com quadro neuroldgico
(77,8%). Dezoito pacientes desenvolveram manifestacbes neuro-psiquiatricas e
alteracdes neuro-radioldgicas foram observadas em 72,2% destes. Doenca hepética
cronica foi identificada em 68% dos pacientes com manifestacdo hepatica. O tratamento
com D-penicilamina foi instituido para 94,2% dos pacientes. Outras terapias
empregadas foram os sais de zinco, combinacao de drogas e transplante hepatico (TH).
Apbs o inicio do tratamento, 78,8% evoluiram com um quadro estavel ou apresentaram
melhora clinica e a taxa de sobrevida global foi de 90,1%. A quase totalidade dos
pacientes apresentava ascendéncia européia através de pelo menos um dos seus
ancestrais. Foram descritos o0s genotipos em 23 pacientes desta amostra.
Encontraram-se 14 mutacdes diferentes em pelo menos um dos alelos, sendo 2 novas
mutacdes potencialmente causadoras de doenca. A substituicdo ¢.3207C>A no éxon 14
foi a mais frequente mutacédo encontrada, com frequéncia alélica de 28,3%, seguida da
mutacédo ¢.3402delC no éxon 15, com freqUéncia alélica de 8,7%.

As duas mutacdes mais frequentes respondem por 37% dos alelos estudados,
indicando que estes éxons sdo importantes para a deteccdo de mutacdes em pacientes
da populacdo sul-brasileira. Este € o primeiro estudo que avaliou a correlagédo
gendtipo/fendtipo de pacientes com DW no sul do Brasil e possibilitou a determinacao
de um padrdo genotipico semelhante ao europeu e diferente do previamente descrito
para a populacéo brasileira.

Palavras-chave: Degeneracdo hepatolenticular. Genética. Mutacdo - Genética.
Fendtipo.



ABSTRACT

Wilson's disease (WD), an inherited autosomal recessive illness, is characterized by the
impaired copper excretion and triggered by a mutation of the ATP7B gene. Over 400
different disease-causing mutations were already described and there are only few
reports of WD genetics’ behavior in Brazil.

The aim of this study was to analyze a sample of 36 WD patients from the south of
Brazil, ATP7B mutations, the phenotypic features, characterizing the continental-
geographical origin of relatives and ancestors and comparing the genotypic and
phenotypic patterns of this study with the ones previously described in Brazil and in the
world.

The mean age at initial symptom presentation was 23,3 £ 9,3 years with 27,5 + 41,9
months delay until definitive diagnosis. The mean time between the initial symptom and
the definitive diagnosis was 18,5 + 12,4 months in the neurological form; 6,5 + 5,8
months in the hepatic one and 51 + 59,6 months in the mixed one. There was a
statistically significant difference in the delay until definitive diagnosis of the hepatic form
compared to the other ones (p=0,02 neurological; p=0,004 mixed form). At presentation,
nine patients (25%) presented exclusive neurological clinical features, 14 (38,9%)
exclusively hepatic ones, 11 (30,6%) hepatic and neurologic ones (mixed presentation)
and two (5,5%) were asymptomatic. Kayser-Fleischer rings were identified in 55,6%,with
a higher frequency among those with neuropsychiatric symptoms (77,8%). Eighteen
patients developed neuropsychiatric features and neuroradiological imaging
abnormalities were observed in 72,2% of them. Chronic liver disease was detected in
68% of the patients with hepatic symptoms. Treatment with D-penicillamine was started
with 94,2% of the patients. Other employed therapies were zinc salts, combined drugs
and liver transplantation. After initiating therapy, 78,8% had a stable or improved
outcome and the overall survival rate was 90,1%. Almost all patients presented
European ancestry through at least one of their ancestors. The genetic profile was
determined in 23 WD patients of this sample. Fourteen different mutations were found in
at least one of the alleles, being two of them novel potentially disease-causing
mutations. The most frequent mutation was the ¢.3207C>A substitution at exon 14, with
an allelic frequency of 28,3%, followed by the ¢.3402delC at exon 15, with an allelic
frequency of 8,7%.

The two most frequent mutations account for 37% of the analyzed alleles, therefore
indicating that these exons are important for the detection of mutations in south Brazilian
WD patients. This is the first study which evaluated the genotypic/phenotypic correlation
among southern Brazil WD patients and allowed the determination of a genotypic
pattern similar to the European one and different from the previously ones described for
the Brazilian population.

Key words: Hepatolenticular degeneration. Genetics. Mutation - Genetics. Phenotype.
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1 INTRODUCAO

O cobre é um elemento fundamental no organismo humano e apresenta relacao
direta em diversas fun¢des orgéanicas, tais como: atividade mitocondrial, biossintese da
melanina, metabolismo da dopamina, homeostase do ferro, acédo anti-oxidante,
formacéo do tecido conectivo, entre outras (CULOTTA et al., 2001). Com o objetivo de
evitar a toxicidade celular ocasionada pelo cobre, diversos mecanismos permitem a
circulacdo, compartimentalizacdo e excrecédo deste elemento no organismo, de modo a
assegurar que todas as reacgdes que tenham sua dependéncia ocorram de maneira
harmonica (SCHIERFERMEIER et al., 2000).

A doenca de Wilson (DW) é um distarbio herdado com carater autossémico
recessivo que se caracteriza por uma alteracéo da capacidade de excrecao do cobre do
organismo com 0 seu consequente acumulo sistémico e predilecdo por alguns sitios
corporais. A identificacdo e isolamento do gene da DW no ano de 1993, designado
ATP7B, permitiu maior entendimento da gravidade que os erros no metabolismo do
cobre podem ocasionar (TANZI et al., 1993), inclusive com desfechos patoldgicos no
figado, cérebro, rins, olhos e articulacées (SCHILSKY et al., 2005).

Os testes genéticos, ou seja, a pesquisa das mutacdes no gene ATP7B, tém
extrema aplicabilidade na deteccdo de pacientes acometidos e familias portadoras,
sendo que o tratamento dietético e farmacologico deve ser instituido tdo logo o
diagnostico seja realizado, uma vez que a doenca tem comportamento agressivo e em
alguns casos a evolucao pode ser fatal (SCHILSKY et al., 2005).

Estudos epidemiologicos preliminares demonstraram a raridade da doenca,
acometendo aproximadamente 1 a cada 30.000 individuos. Considerando-se esta taxa,
estima-se que existam 6000 casos da doenca no Brasil. Mais de 400 mutacdes foram
descritas até o momento, a maioria delas identificadas em heterozigose composta (COX
et al., 2009). Esta heterogeneidade acarreta dificuldades em se tracar um paralelo entre
a apresentacdo genética e a expressao fenotipica.

A grande miscigenacao populacional brasileira, consequiéncia das migracdes de

vérias partes do mundo, tanto Europa ocidental quanto oriental, Asia e Africa, associada
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ao contato com indigenas, gera o questionamento de que o padrdo genético da DW
possa apresentar caracteristicas proprias neste contexto social (DEGUTI et al., 2004).

Além das controvérsias relacionadas ao perfil geno-fenotipico, observa-se
também o subdiagnéstico da DW no Brasil, trazendo novamente a tona problemas de
qualificagdo profissional que determinam a exclusdo da maior parte dos doentes a
servicos de exceléncia e, por conseguinte, tratamento precoce e adequado que poderia
propiciar o restabelecimento do bem-estar biopsicossocial (MACHADO et al., 2008).

Ampliar o entendimento das manifestacdes clinicas da DW a partir da
determinacao do perfil genético de diferentes populacbes é de extrema valia, uma vez
gue a grande variabilidade de mutagcdes do gene ATP7B expde a complexa interligacao
entre fatores genéticos e diferentes graus de expressdo clinica nos pacientes
portadores da doenca. Alguns estudos recentes tém procurado explorar a correlacao
entre as mutacbes mais freqientes com as grandes sindromes, ou seja, neuroldgica
e/ou hepatica (MACHADO et al., 2008).

Determinadas mutacdes do gene ATP7B (insercdes, delecdes, codons de
parada) ocorrendo em um mesmo individuo levam a perda da por¢cdo C-terminal da
proteina carreadora do cobre, impedindo o funcionamento desta de maneira adequada,
e se correlacionam com as manifestacfes mais precoces e graves da forma hepatica da
doenca (SEIDEL et al., 2001).

Existem relatos de que o fendétipo da DW varie de modo significativo de acordo
com a apresentacdo genotipica. Como exemplo considera-se que a mutacéo
p.H1069Q, encontrada em 35 a 50% na populacdo européia de doentes com DW,
esteja associada ao inicio tardio da DW e com pequenas altera¢cdes do metabolismo do
cobre (GROMADZKA et al.,, 2006). Citam-se também estudos realizados em
populacdes chinesas acometidas pela DW nos quais se encontraram a mutacao
p.R778L como sendo a mais comum do gene ATP7B, com taxas aproximadas de 57%,
e que existe correlacao desta com o surgimento de doenca hepatica em pessoas jovens
(idades inferiores a 18 anos) (LIU et al., 2004; YE et al., 2007).

Na prética clinica, observa-se que uma porcentagem consideravel de pacientes
portadores de DW em terapia farmacolégica adequada apresenta persisténcia dos

sintomas clinicos e inclusive evolucdo da enfermidade. H4 um pressuposto, entdo, que
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determinados pacientes possam apresentam diferentes expressdes fenotipicas para
uma mesma mutagédo no gene ATP7B.

Considerando as poucas informacdes da literatura a respeito do comportamento
da DW no Brasil associadas as peculiaridades do seu processo de colonizagdo, o
presente estudo visa avaliar as manifestacdes clinicas da DW a partir da determinacgéo
do padrdo geno-fenotipico de uma populacdo sul-brasileira portadora da doenca e
guestiona se ha correlacdo deste com o observado nos pacientes do restante do Brasil

e do mundo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O cobre foi reconhecido como um elemento essencial a partir de 1929, quando
Hart et al. demonstraram que a sua suplementacdo era necesséaria para auxiliar no
combate a anemia por caréncia de ferro em ratos nutridos exclusivamente com um
regime lacteo. Logo, pode-se concluir que o cobre era necessario a sintese da
hemoglobina. Depois desta data, numerosos estudos cientificos mostraram o papel
eminente exercido pelo cobre sobre o metabolismo das enzimas fundamentais,
facilitando as reacdes de transferéncia de elétrons quando incorporado a proteinas
cupricas (CULOTTA et al., 2001).

Aproximadamente 50 % do cobre ingerido (1,5 a 3 mg/dia) é absorvido nas
porc¢des iniciais do intestino delgado. Ao atravessar os enterocitos do intestino delgado,
ele entra na circulacdo sanguinea e, finalmente, chega ao figado, 6rgao central na
homeostase deste metal. Este cobre é extraido da circulacdo portal pelos hepatdcitos.
Uma vez intracelular é subseqientemente utilizado para as necessidades metabdlicas
do organismo, incorporado a uma glicoproteina secretéria denominada ceruloplasmina
(CLP) ou excretado junto a bile. Para que todas estas etapas possam ocorrer
adequadamente sdo necessarios pelo menos quatro tipos de proteinas: transportador
de cobre tipo 1, metalotioneinas, metalochaperonas e ATP7B (BUSH et al., 2003;
TANZI et al.,, 1993; LEE et al.,, 2001; KLOMP et al., 2002; RAE et al.,, 1999;
PETRUKHIN et al., 1994). O transporte hepatocelular do cobre até a sua excrecdo na
bile envolve um circuito que é dependente diretamente da funcao da proteina ATP7B.

Na figura 1, adaptada do modelo didatico proposto por Pena et al, esta
representado o metabolismo do cobre em humanos. Caso haja uma ingestdo diaria
excessiva de cobre e sua concentracdo sérica se elevar, a excrecao biliar incrementar-
se-a proporcionalmente, de maneira que o cobre corpéreo total permaneca em niveis
aceitaveis (2009).
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Figura 1. Metabolismo do cobre em humanos. (A) Modelo humano de absorcéo e distribuicdo do Cu nos
diversos érgaos e tecidos. O Cu dietético é absorvido principalmente no estdmago e intestino delgado.
hCTR1, um transportador de alta afinidade pelo Cu, é responséavel pelo transporte de Cu nas células da
mucosa intestinal. MNK é necessario para o transporte de Cu para a circulacdo portal. MNK é uma
ATPase do tipo-P defeituosa nos pacientes com doenca de Menkes, nos quais o Cu é acumulado nas
células epiteliais intestinais. Uma vez no plasma, o Cu liga-se com a albumina e a histidina na circulacé@o
portal e é rapidamente depositado no figado por intermédio do hCTR1. CLP, a principal proteina
plasmética incorporadora de Cu, é sintetizada no figado com a incorporacdo do Cu através da proteina
WND/ATP7B na via de secre¢do e exerce uma atividade de oxidacéo, que é importante no metabolismo
do ferro. WND/ATP7B apresenta uma elevada homologia com MNK e se encontra defeituosa nos
pacientes com DW que apresentam um acUmulo de Cu hepético. A excrecdo biliar € o principal
mecanismo de eliminagcdo do Cu do organismo e uma pequena quantidade de Cu é detectada na urina.
(B) Modelo humano de captacédo e distribuicdo do Cu a nivel celular. A absor¢éo tissular do Cu é
provavelmente mediada pelo transportador de Cu hCTR1. Uma vez transportado pelo hCTR1, as
chaperonas citoplasmaticas (hCOX17, HAH1, CCS) distribuem o Cu para compartimentos celulares
especificos para que o Cu seja incorporado nas proteinas cupricas. hCOX17, HAH1 e CCS distribuem o
Cu na mitoc6ndria, compartimento secretdrio e no canal de zinco-cobre, respectivamente. As chaperonas
cupricas das metalotioneinas e do nucleo ainda ndo foram identificadas. Em tecidos diversos do figado, a
MNK transporta o Cu entregue pela HAH1 para o complexo de Golgi, onde ele serd incorporado as
proteinas secretérias. O Cu estimula o transito do MNK do complexo de Golgi para a membrana
plasmética, local de sua eliminagcdo. Nas células hepaticas, a proteina MNK da DW esté localizada no
complexo de Golgi e niveis elevados de Cu estimulam o seu transporte deste local para um
compartimento vesicular citosélico desconhecido.

Adaptado de Pena et al., 1999.
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Existem evidéncias tanto de doencas desenvolvidas por uma deficiéncia em
cobre no organismo, como a doenca de Menkes (MENKES et al., 1962), quanto
causadas pelo seu acumulo, a saber a DW (WILSON, 1912). Com o objetivo de evitar a
toxicidade e garantir a homeostase celular, diversas vias organicas permitem a
circulacdo, compartimentalizagcdo e excre¢cdao do cobre, assegurando que todas as
reacoes dependentes deste metal acontecam de maneira harmoénica
(SCHIERFERMEIER et al., 2000).

A inefetividade ou diminuicdo funcional da ATP7B resulta no decréscimo da
excrecdo do cobre e, por conseguinte, no seu acumulo organico. Se o quadro acima
acontece de maneira completa, ou seja, perda funcional, define-se o diagndstico de
DW. Acredita-se que a sintese de CLP também seja dependente da ATP7B, motivo
pelo qual seus niveis estdo baixos nos pacientes com a doenca (SCHAEFER et al.,
1999). E sabido que o cobre é toxico em niveis elevados e estes efeitos toxicos incluem
a geracao de radicais livres (superéxido e hidroxila), a peroxidacdo lipidica das
membranas e do acido desoxirribonucléico (DNA), inibicdo da sintese proteica e niveis
baixos de agentes celulares anti-oxidantes (DHAWAN et al., 2005). Quando a
capacidade de armazenagem hepatica do cobre é extrapolada ou quando o dano
hepatico resulta na liberacdo do cobre celular para a circulacdo, os niveis de cobre ndo
ligado a CLP comecam a se elevar. A partir deste aporte de cobre ha a deposicéo
extra-hepatica deste elemento, sendo o cérebro o 6rgdo preferencial para acumulo,
ocasionando injaria neuronal.

“...a doenca familiar do sistema nervoso associada a cirrose hepatica...” foi a
descricdo na forma de degeneracdo hepatolenticular que Samuel Alexander Kinnier
Wilson empregou em sua tese de doutorado no Clinical National Hospital, Londres, no
ano de 1912. Em suas observacdes reconheceu o papel dos ganglios da base nos
sintomas neuroldgicos e a presenca constante de cirrose hepatica (WILSON, 1912).
Deve ser salientado, todavia, que alguns autores haviam descrito alteracfes similares
previamente a publicacdo do estudo de Wilson. Gowers (1888) relatara casos de coréia
tetandide associada a cirrose hepatica; Westphal (1883) e Strumpell (1889)
caracterizaram a pseudoesclerose em provaveis portadores desta condicdo; Kayser

(1902) e Fleischer (1903) descreveram 0s anéis corneanos associados a doenca
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neuroldgica e hepética; e Alzheimer (1912) observara pacientes com pseudoesclerose
e alteracdes intensas das células dos ganglios da base, com neurbnios preservados
(BARBOSA et al., 2009).

ApOs estes relatos iniciais, Hall, em 1921, caracterizou a DW como uma
enfermidade herdada com carater autossémico recessivo, relacionada a alteracdo do
metabolismo do cobre. Em seus estudos descreveu a perda da capacidade de excrecéo
deste elemento do organismo com o seu conseqliente acumulo em tecidos.

Nos anos que se seguiram, os estudos foram todos dirigidos ao encontro da
determinacdo da etiopatogénese da doenca. A prioridade concentrava-se no estudo do
metabolismo do cobre e de como impedir que seu acumulo implicasse em um estado
patolégico (WALSHE, 1956).

Apo6s um longo periodo sem descobertas, no ano de 1993 deu-se a identificagédo
e isolamento do gene da DW, designado ATP7B, o que permitiu um maior
entendimento da gravidade dos distirbios que os erros no metabolismo do cobre
podem ocasionar (BULL et al., 1993; YAMAGUCHI et al., 1993; TANZI et al., 1993;
BUSH et al., 2003).

A DW pode envolver alguns sitios corporais, havendo predilecdo pelo figado,
cérebro, rins, olhos e articulagdes (SCHILSKY et al., 2005). As principais manifestacdes
estao discriminadas a seguir:

- hepaticas: nos primeiros estagios o figado pode estar discretamente aumentado
de tamanho e as alteracdes a microscoépia optica (MO) séo inespecificas e consistem
em macro e micro-esteatose. A microscopia eletrénica (ME) o desarranjo mitocondrial ja
€ percebido. Com o progredir da doencga, a proteina cuprica € estocada nos lisossomos
e pode ser detectada por técnica de imunoistoquimica. Nos estagios intermediarios e
finais ha sinais de hepatite crbnica ativa, caracterizada por inflamacdo periportal,
hepatite de interface e pontes fibrosas, além de nddulos definidores de cirrose;

- neurolégicas: a maioria das alteracdes ocorre nos nucleos lenticulares os quais
se mostram atroficos e com palidez, recebendo a denominacao de degeneracéo cistica.
H4 uma possibilidade de progressdo da doenca neurolégica no sentido talamo,

putamen e cértex cerebral, com um aumento significativo dos astrocitos, as células de
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Opalski. Na sequéncia o edema tecidual gera liguefacdo e surgimento de pequenas
cavidades.

As manifestacdes renais, articulares e oculares ndo seguem padrao patoldgico,
havendo destaque para:

1. Renais: disfuncdo tubular proximal ou distal, acidose metabdlica,
aminoaciduria, glicosuria, hiperfosfaturia, uricosuria e hipercalciuria;

2. Osteoarticulares: osteoporose, osteomalécia, condrocalcinose, sendo que a
coluna dorsal e os joelhos sédo as estruturas mais acometidas;

3: Oculares: formacéo do AKF, que se caracteriza pela deposicéo de granulos de

cobre elementar na periferia da cornea, especificamente na membrana de Descemet;

catarata em girassol. Nas figuras 2 e 3 sdo demonstradas as manifestacdes oculares.

Figuras 2 e 3. Anel de Kayser-Fleischer e Catarata em Girassol.
Cortesias: Servico de Neurologia — HC-UFPR e Servico de Gastroenterologia — HC-FMUSP (2010).

Muitas das manifestacfes da DW sdo sutis e inespecificas, contribuindo para o
diagndstico tardio em varias ocasifes. Os sintomas S0 raros nos primeiros cinco anos
de vida e aproximadamente metade dos afetados tornam-se sintomaticos na
adolescéncia. Os sintomas iniciais usualmente sdo hepaticos, com o quadro classico
aparente ocorrendo apos a deposicdo de cobre em outros sitios, sobretudo no sistema
nervoso central (cérebro) e corneas. Acredita-se que raramente a doenca se manifesta
apos a quarta década de vida (NARATA et al., 2002; SCHILSKY et al., 2005).

Ao se caracterizarem as duas principais maneiras de manifestacéo clinica, pode-

se dividir em duas grandes sindromes: hepética e neuroldgica (PFEIFFER, 2007).
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A doenca hepatica possui quatro formas: forma assintomética, hepatite
wilsoniana aguda, hepatite fulminante e hepatite wilsoniana cronica com evolucéo para
cirrose. Este estagio pode se apresentar de maneira semelhante a outras formas de
cirrose: hipoalbuminemia, alargamento do tempo de atividade da protrombina, aumento
dos valores de bilirrubina sérica, sinais de hipertensdo porta (ascite, hemorragia
digestiva) e também surgimento de hepatocarcinoma.

Ja as manifestacdes neuroldgicas sdo bastante variadas e mais comuns em
pacientes com maior idade. Da-se destaque para caracteristicas de parkinsonismo:
bradicinesia, hipertonia, rigidez, instabilidade postural; além de outras como coréia,
tremores, distonias e disartria. Sinais e alteracées de carater psicoldgico e psiquiatrico
também podem ocorrer, variando desde retardo mental leve até psicose grave
(MACHADO et al., 2006).

O diagnodstico de DW é estabelecido pela combinacdo de dados clinicos,
bioquimicos e histologicos. A presenca de cobre no figado, a partir da obtencédo de uma
amostra tecidual por biopsia hepatica (BH) € o método padrao-ouro de diagnostico. O
cobre pode ser evidenciado através da coloracdo com rodanina ou acido rubeanico
(andlise histologica) ou pela andlise quantitativa, sendo que acima de 3,9 umol de cobre
por grama de peso seco hepatico (normal: 0.2-0.6 pmol/g) tem-se o diagnostico.
Salienta-se, todavia, que as coloracfes sS40 menos sensiveis em estagios mais
precoces da doenca, havendo maior acuracia no momento que o cobre atinge o interior
dos lisossomos (BREWER, 2000). A dosagem de atividade da CLP inferior a 20 mg/di
sugere o diagnéstico de DW. Ressalta-se que a CLP pode estar normal em 5 - 20% dos
casos e baixa em 10% dos heterozigotos. A biomicroscopia oftalmolégica com a
lampada de fenda deve ser realizada visando a pesquisa de AKF.

A dosagem de cobre sérico, da quantidade de cobre excretada em urina de 24
horas e a realizacdo de testes genéticos naqueles individuos assintomaticos ou pré-
sintomaticos de familias de portadores de DW podem ser utilizados como métodos
auxiliares de diagnostico (KITZBERGER et al., 2005; FERENCI, 2005).

O tratamento da DW deve ser instituido tdo logo o diagnostico seja realizado,
uma vez que a doenca pode ter evolucdo fatal se ndo tratada em um periodo

aproximado de 3 anos ap6s o inicio dos sintomas clinicos (SCHILSKY et al., 2005).
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Dentre os tratamentos farmacoldgicos disponiveis podem-se enumerar quelantes do
cobre: D-penicilamina (3-mercapto-D-valina) e diidrocloridrato de trientine, sais de zinco
(acetato ou gluconato ou sulfato) que promovem o aumento da eliminacdo de cobre
pelas fezes e o tetratiomolibdato de aménio. Quaisquer associagOes terapéuticas
destes medicamentos podem ser empregadas, além de medidas dietéticas (dieta pobre
em cobre, a saber, exemplos de alimentos ricos em cobre: figado, chocolate, café,
nozes, feijdo, mariscos e cogumelos) e transplante hepatico nos casos com evolugéo
desfavoravel. A monitorizacdo do tratamento é realizada pela verificacdo da quantidade
urinaria de cobre excretado e pelas dosagens de aminotransferases hepaticas (ALT e
AST). Ressalta-se que este tratamento medicamentoso deve ser realizado durante toda
a vida e que existe possibilidade de regressdo de sintomas e sinais neurologicos e
hepaticos em alguns pacientes (PRASHANTH et al., 2005).

Os testes genéticos tém extrema aplicabilidade na deteccdo de familiares
acometidos e com a elucidacdo do componente genético responsavel pela doenca, este
campo tem sido objeto de cada vez mais estudos uma vez que se procura a correlacao
geno-fenotipica nos acometidos, visando o desenvolvimento de terapéuticas
especificas.

A partir da descoberta do gene da doenca de Menkes em 1993 houve condi¢des
mais objetivas para a identificacdo do gene da DW. A proteina codificada por esse gene
(ATP7A) revelou ser uma ATPase do tipo P (MERCER et al., 1993; VULPE et al., 1993).
As ATPases do tipo P sdo um grupo de proteinas transportadoras de céations que tém
algumas caracteristicas em comum, independentemente do tipo de céation que
transportam.

Baseados no conhecimento de que tanto a doenca de Menkes como a DW
decorrem de prejuizo no transporte de cobre dos enterdcitos a circulacdo sanguinea,
Bull et al.,, em 1993, utilizaram YACs da regido 13g14.3 e identificaram um gene com
57% de homologia com o ATP7A. Paralelamente, Tanzi et al., também no ano de 1993,
estudando diversos cDNAs isolados por hibridizacdo, também observaram um clone
parcial de um gene com caracteristicas de ATPase transportadora de metal pesado e
com 76% de homologia com o gene da doenca de Menkes. Assim identificado, o gene
da DW foi denominado ATP7B.
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O gene ATP7B, possuidor de 21 éxons, localizado no cromossomo 13q14.3,
codifica uma proteina adenosina trifosfatase 7B (ATPase7B), responsavel pelo
transporte de cobre, constituida de 1465 aminoacidos, com seis dominios ligadores de
cobre, oito dominios transmembrana, um dominio transdutor que converte a energia da
adenosina trifosfato (ATP) hidrolizada para o transporte catidénico, um canal
transmembrana para o cation e um dominio de fosforilacdo. A visualizacdo da proteina
numa imagem bidimensional est4 descrita na figura 4, adaptada de Petrukhin et al
(1994).
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Figura 4. Estrutura bidimencional da proteina ATB7B humana. A ATP7B humana apresenta seis sitios de
ligacdo do Cu no terminal NH;, oito dominios transmembrana, com uma sequéncia CPC em regido intra-
membrana, um dominio de transducdo (DKTGT), uma regido hidrofilica com a sequéncia altamente
conservada (SEHPL), um dominio de fosfatase e fosforilagdo (DKTGT), uma regido ligadora de
adenosina trifosfato (NDGT) e uma regi@o de articulagéo da alca (GDGVND).

Adaptado de Petrukhin et al., 1994.



23

Até o presente existem mais de 400 mutacdes identificadas no gene ATP7B

(http://www.medicalgenetics.med.ualberta.ca/wilson/index.php). A raridade da doenca

(2: 30.000 individuos, sendo o estado de portador do gene ATP7B defeituoso 1: 90) e o
grande numero de mutacdes, a maioria expressas em heterozigose composta, torna
dificil a associacdo genética com a expressdo clinica, histolégica, radiolégica e
laboratorial.

Existem determinadas mutagcfes mais prevalentes em algumas regides do
mundo como, por exemplo: Europa Oriental substituicdo p.H1069Q (FERENCI, 2006),
Asia substituicdo p.R778L (YE et al., 2007), llhas Canarias substituicdo p.L708P
(GARCIA-VILLAREAL et al, 2000), Espanha continental substituicdo p.M645R
(MARGARIT et al.,, 2005), Arabia Saudita substituicdo p.Q1399R (AL JUMAH et al.,
2004), india mutacdo p.C271X (GUPTA et al., 2005). Deguti et al. questionam que o
padrdo genético brasileiro dos pacientes portadores de DW seja peculiar em
decorréncia da grande miscigenacao populacional brasileira, secundaria a migracoes
de varias partes do mundo (2004).

Destaca-se a caréncia de publicacdes brasileiras e latino-americanas sobre esse
tema na literatura especializada, tornando a realizacdo deste estudo uma ferramenta na

complementacao dos conhecimentos do comportamento da DW no Brasil.


http://www.medicalgenetics.med.ualberta.ca/wilson/index.php
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar as mutacdes do gene ATP7B nos portadores de DW de uma populacéo

sul-brasileira.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Avaliar manifestacdes fenotipicas na populacéo estudada;
- Caracterizar regido geografica de origem da familia e antepassados;
- Comparar os padrdes genotipicos com as manifestacdes fenotipicas

encontradas nesta casuistica com os descritos no Brasil e no mundo.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 CLASSIFICACAO DO TIPO DE PESQUISA

Este estudo é retrospectivo e prospectivo, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas — UFPR, com protocolo CEP: 1216.064/2006-05 e
registro no Banpesq: 2006019287 (apéndice 1), n&o intervencionista, laboratorial,

observacional e documental.

4.2 POPULACAO E AMOSTRA DA PESQUISA

Foram incluidos todos o0s pacientes com diagnostico de DW em
acompanhamento ou que iniciaram acompanhamento nos Servi¢o de Neurologia (SN) e
Servico de Hepatologia (SH) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Paranad (HC-UFPR) desde a data de aprovacéo deste estudo pelo CEP-HC-UFPR (30
de maio de 2006 — apéndice 2) até junho de 2010.

Todos os incluidos na pesquisa concordaram com os termos do consentimento
livre e esclarecido (apéndices 3 e 4). Determinou-se como critério de exclusdo os

pacientes que nao apresentassem naturalidade sul-brasileira.

4.3 METODOLOGIA

O diagnéstico de DW foi baseado em dados clinicos, bioquimicos, histoldgicos e
exames de imagem, tendo como base os critérios estabelecidos no 8" International
Meeting on Wilson disease and Menkes disease, que se realizou na cidade alema de
Leipzig, no ano de 2002 (FERENCI et al., 2003). As manifesta¢cdes neurologicas de

linha extrapiramidal ou cerebelar (bradicinesia, rigidez, hipertonia, instabilidade postural,
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distonia, coréia, atetose, tremor, distlrbios cerebelares, disartria, disfagia e alteracao da
marcha) e as manifestacdes hepéticas agudas, crénicas ou crbénicas agudizadas foram
consideradas compativeis com a doenca. Os AKF (verificados a lampada de fenda por
médico oftalmologista), ceruloplasmina sérica < 20 mg/dl, cupruria > 100 pg/ 24 horas,
cupraria ap6s administracdo oral de penicilamina > 1000 pg/ 24 horas também foram
considerados compativeis.

A partir da comprovacao do diagnéstico, 0s pacientes e/ou seus responsaveis
legais assinaram o0s termos de consentimento e foram submetidos as etapas
conseguintes da pesquisa (n=36). Nao houve recusa por parte de nenhum paciente
elou responsavel legal na participacdo no estudo e nenhum contemplava o critério de
exclusdo. Dezesseis pacientes foram do sexo masculino e 20 do sexo feminino, com
idade variando de 12-63 anos (34,6 = 10,8 anos).

4.3.1 Avaliagao Clinico-Laboratorial-Histologica

Na visita inicial os pacientes foram submetidos aos seguintes procedimentos:

- anamnese e exame clinico completo por um Udnico pesquisador médico
(investigador principal — Ricardo Schmitt de Bem)

- preenchimento do questionario especifico (apéndice 5) com revisdo do
prontuario médico da instituicao;

- os dados demograficos colhidos foram: género, etnia, cidade e estado de
procedéncia do paciente e familiares, escolaridade, profissdo, estado civil, prole, fluxo
migratorio dos familiares, antecedentes de consanguinidade entre os pais, presenca de
outros membros da familia com diagndstico de DW e as idades no inicio dos sintomas e
no momento do diagndstico. A raca foi definida em branca, negra, amarela, parda e
indigena, baseada nos caracteres fisicos e na informacdo do paciente; a procedéncia
familiar foi a mais remota que o paciente soube relatar, e as idades foram definidas em
anos, considerando-se preferencialmente a idade do registro hospitalar;

- revisdo das informacbes laboratoriais e de métodos complementares

registradas em prontuario médico por ocasido do diagnéstico de DW e
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encaminhamento para coleta de amostras de sangue em jejum e urina para a
verificagdo laboratorial dos seguintes exames na data de assinatura do termo de
consentimento: hemograma completo, bilirrubinas totais e fracdes (BT), proteinas totais
e fragcbes (PT), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), gama glutamil-transferase (GGT), tempo de atividade da
protrombina (TAP), &cido arico, creatinina, indice de saturacdo da transferrina, ferritina,
sorologias para hepatite virais A, B e C, alfa-1 antitripsina, anticorpo anti-nucleo (ANA),
anticorpo anti-mitocondrial (AMA), anticorpo anti-musculo liso (ASM), anticorpo anti-
figado-rim do tipo 1 (LKM-1), ceruplasmina (CLP), cobre sérico total, cobre urinario em
amostra de 24 horas e célcio urinério.

- de acordo com critérios clinicos e baseados em informacdes de prontuarios
médicos visando complementacdo diagndstica e auxilio na conducdo dos casos
eventualmente os pacientes foram submetidos a exames de imagem (ultrassonografia
de abdome, tomografia computadorizada de cranio, ressonancia nuclear magnética de
encéfalo) e/ou histologicos (bidpsia hepatica). O material encaminhado para estudo
histolégico seguiu a rotina preconizada pelo Servico de Anatomia Patolégica do HC-
UFPR que inclui coloracdes de hemotoxicila-eosina (HE), Gomori, reticulina, azul da
Prussia, acido periodico de Schiff (PAS) com digestao e PAS sem digestdo. Coloracdes

especificas para depdsitos cupricos hepaticos nao séo realizados como rotina.

4.3.2 Avaliacao genética

- obtencao das amostras: coleta de 10 ml de sangue periférico total, em tubo com
EDTA, de 36 individuos. O material biolégico estudado foi o DNA. Os pacientes foram
regularmente acompanhados no SN e SH do HC-UFPR, sendo que a amostra de
sangue foi armazenada no SH (freezer a — 80° C). As amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical do Hospital de Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo (HC-FMUSP), aos cuidados da
Doutora Marta Mitiko Deguti (CRM-SP 78.966), Médica Assistente do Servico de

Gastroenterologia HC-FMUSP, onde foram realizadas as etapas conseguintes da
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pesquisa genética (apéndices 6, 7 e 8), por projeto orcamentario junto a Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP — Projeto 2006/00499-1).

- extracdo de DNA (apéndice 9 — glossario de termos de biologia molecular): a
extracdo de DNA foi realizada a partir de sangue total de cada paciente utilizando kit
QIAmp® DNA Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme recomendacdes do

fabricante.

As amostras de DNA tiveram sua concentracdo determinada pela medicado da
densidade Optica a 260-280 nm no aparelho Gene Quant RNA/DNA Calculator

(Pharmacia Biotech, New Jersey, Estados Unidos).

- reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR): extraido DNA das amostras, cada
exon do gene ATP7B foi submetido a técnica de PCR. A PCR se baseia na
amplificacdo seletiva in vitro de regides especificas de DNA (SAIKI et al., 1986) e
consiste em sucessivos ciclos de desnaturacdo da dupla fita, hibridacdo (anelamento)
com oligonucleotideos e extensdo da cadeia de DNA mediante a acdo da Taq
polimerase. A PCR permite a amplificacdo de fragmentos desde aproximadamente 50
pares de bases até mais de 3.000 pares de base. Para cada fragmento de DNA que se
guer amplificar deve-se ter em conta suas caracteristicas proprias, principalmente as
guantidades das diferentes bases que contidas em cada molécula, que incidem sobre
as distintas variaveis do processo. E preciso, portanto, aperfeicoar as condi¢cdes para
cada fragmento em particular. As condicfes de amplificacdo dos éxons do gene ATP7B

foram aquelas otimizadas por Liechti-Gallati et al. (1999).

- amplificacdo dos éxons do gene ATP7B: primeiramente foram realizadas
amplificacBes de cada um dos éxons do gene ATP7B pela técnica de PCR usando
primers e protocolos previamente descritos (LIECHTI-GALLATI et al.,, 1999). Os

componentes especificos para este processo estéo listados na Tabela 1.
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TABELA 1 — SOLUCOES DAS PCRs CONVENCIONAIS DE AMPLIFICACAO DA
REGIAO CODIFICADORA DO GENE ATP7B

Reagente | Volume ((ub)
H,O deionizada e destilada 46,36
Tampéo para PCR (10X) 6,0
MgCl, 50mM 1,8
dNTP mix (2 mM cada) 1,2
DNA Tagq polimerase (5 U/uL) 0,24
Primer F (20 uM) 1,2
Primer R (20 uM) 1,2
Template DNA 2,0

Fonte: Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical — FMUSP (2011).

O éxon 2 do gene ATP7B foi subdividido, devido a sua extensdo, em quatro
fragmentos: 2A, 2B, 2C e 2D. A amplificacdo de cada regido codificadora foi realizada
sob as seguintes condicdes: desnaturacdo pré-amplificacédo a 95°C por 30 segundos,
seguindo-se de 30 ciclos de desnaturacdo do DNA a 95°C por 30 segundos,
hibridizagdo por quatro minutos a temperatura otimizada para cada éxon e extensao da
fita de DNA a 72°C, por 30 segundos. A extensdo final foi realizada a 72°C por cinco
minutos.

Todos os produtos de PCR, ap6s amplificacdo, foram submetidos a purificacéo
enzimatica utilizando o kit ExoSAP-IT PCR Clean-up Kit (GE Healthcare Limited,

Buckinghamshire, Reino Unido), conforme recomendacdes do fabricante.

- sequenciamento: todos os individuos que apresentaram padroes anémalos em
um determinado éxon do gene ATP7B tiveram este éxon seqiienciado. E este processo
gue permite conhecer a ordem ou sequéncia de um fragmento de DNA e determinar
gual (is) o(s) nucleotideo(s) é (sdo) diferente(s) em relacdo a sequéncia normal.

Os produtos de PCR apos purificacdo enzimatica foram submetidos a reacao de
cycle sequencing, utilizando os primers conforme descritos na Tabela 2 e o kit ABI
Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems, Foster
City, Estados Unidos).

A reacdo de cycle sequencing foi realizada sob as seguintes condi¢fes:
desnaturacdo proteica pré-amplificacdo a 95°C por 30 segundos, 30 ciclos de

desnaturacdo do DNA a 90°C por dois minutos, hibridizacéo & temperatura otimizada
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para cada éxon (Tabela 2) por quatro minutos e extenséo a 55°C por quatro minutos. A

extensao final foi realizada a 72°C por cinco minutos.

TABELA 2 — PRIMERS, PROTOCOLOS E TAMANHO DOS PRODUTOS DAS PCRs
DE AMPLIFICACAO DA REGIAO CODIFICADORA DO GENE ATP7B POR PCR
CONVENCIONAL

Exon| Sequéncia de primers | TH(°C)] | Prod (pb)

1 (F)5-TTC CCG GAC CCCTGT TTG CT -3' 54 262
(R) 5'- AAT CCT CCT GGT GGG AGT GAG CAC -3

2a (F)5-TGACACCAGTGG CATTGTTT -3' 60 450
(R) 5-GAG GCT GCCTTT CCTTCT G -3

2b (F)5- CAT TGA GGA CAG GAT TTC CAAT -3 60 447
(R) 5- ATATCAATT GGT CCCAGG CTTA -3

2c (F)5-GTAAAT GACATG GGATTT GAAG -3 57 496
(R) 5'- AGAACT GGAAGACCT GTGATCT -3

2d (F) 5'- GAA GAA AAT ATT GGC CAG CTC -3 58 508
(R) 5'- AAG AGA AAAGGAGAC AAGCTCA-3

3 (F) 5'- GAT ATT TCT GACATT TTATCC -3' 57 323
(R)5'-GCAGCATTCCTAAGT TCA -3

4 (F)5-GCAGCCTCATTT TCAAAC AGT G -3 62 460
(R) 5'- CGG CTT CAAAGG AAAGTG AAAC -3

5 (F)5-CCT GGG TCTGTG GGATTCT -3 57 233
(R) 5'-AAA GGT GAC TAC AAT TTT TAA TGATGA-3'

6 (F)5'-CTG CCAATG CATATTTTAAC -3 54 199
(R) 5- GGT AGA GGA AGG GACTTAGA -3

7 (F) 5- TGT GAC AAAGGC AGG TCT TAAA-3 60 503
(R) 5'- GAAACC AGG CCCTTAGTAGTC C -3

8 (F) 5'- AGC TAG AGG CTT TGC CAT CC -3 60,5
(R) 5- CAT GGT GTT CAG AGG AAG TGA G -3

9 (F)5-TTTCGATAG CTCTCATTT CACA -3 55 209
(R) 5'- AAA CCA CAT GGG CAT CTG AT -3

10 (F)5'- AGT CGC CAT GTA AGT GAT AA -3 57 193
(R) 5'- CTG AGG GAA CAT GAAACAA -3

11 (F)5-GCT GAG CAAGTG ACAGTT -3 57 231
(R) 5'- CGA GGA AGATGAAGT TAG TT -3

12 (F)5-TCCATGCTTGTIGGTGTTT TATT -3 60 358
(R)5-TCTGGCTTAGATTTT GCT GTCA -3

13 (F)5-AGTTCG TCACGTTGT GTCCAGT -3' 62 396
(R)5-GAG TGG CTCTCAGGCTTTTCT C -3

14 (F)5-GCAGGT TGG GTG AAG TTC TG -3 60,5 399
(R) 5- GGG CCC TCT AAG TGG TTT TC -3

15 (F)5-CTTTCT CTCAGT TCCCGCTTTC -3 62 358
(R)5-TCT GTG GTT TGACCC ACCTCTA -3

16 (F)5-GCT GTT AAAAGG ATT GCATGG -3 60 300
(R) 5'- AGG AGG ACT CTT TTG CCT GA -3'

17 (F)5-AACTTG GTA GCT GCT GAT -3' 57 239

(R)5-TTTTGT CTC TAACTG CTT TTATGA -3

continua
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concluséo

Exon| Sequéncia de primers |[TH(C)| Mix [Prod (pb)
18 (F)5-TAACTT GAG GTT TCT GCT GCT ATC -3 60 1 345

(R) 5- GGA GCA CAC AGT GAG GAA GG -3
19 (F)5-GGC AGACCCCTTCCT CAC-3 54

(R) 5'- CCT GGG AGA GAG AAG CCTTT -3
20 (F)5-CTAGGT GTG AGT GCG AGTT -3 53 1 392

(R) 5- CAG CAT TTG TCC CAG GT -3
21 (F)5- AAT GGC TCA GAT GCT GTT -3 53 1 361

(R) 5- GCT TGT GGT GAG TGG AGG -3'
Fonte: Laboratério de Medicina Tropical — Departamento Gastroenterologia — USP (2011).
Legenda: TH: temperatura de hibridizacdo; Mix: solucdo utilizada (vide Tabela 1), Prod: tamanho do
produto.

No desenvolvimento deste projeto o sequenciamento foi realizado em
sequenciadores automaticos ABI 3100 (AME Bioscience A/S, Toroed, Noruega) e 373A
(Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos), compostos por um equipamento de
eletroforese, por um laser e por um computador que recolhe e analisa os dados
enviados por este. Como sistemas de deteccdo foram utilizados dideoxinucleotideos
marcados com fluorescéncias distintas, que posteriormente foram lidos e reconhecidos
pelo laser. As sequéncias obtidas foram, entdo, analisadas para que a mutacao fosse
identificada. A sequiéncia original do gene ATP7B foi obtida dos bancos de dados EMBL
(www.ensembl.org, cbdigo de acesso: ENSG00000123191) e NIH
(www.ncbi.nlm.nih.gov, nimero OMIN: *606882).

Até o término desta tese foram avaliados 23 pacientes para mutacdes do gene
ATP7B.

4.3.3 Analise Estatistica e Interpretacdo de Dados

Os dados obtidos receberam tratamento estatistico (programa Statistica verséo
6.0, StatSoft, Oklahoma, Estados Unidos), utilizando o teste t-Student, com posterior
interpretacdo dos resultados e comparacdo com os dados disponiveis na literatura. O

nivel de significancia estatistica considerado foi de 0,05.



32

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS E MANIFESTACOES CLINICAS

A idade média de apresentacdo da clinica foi de 23,2 + 9,3 (10-41) anos e 0
intervalo médio de tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico de 27,5 + 41,9 (1-
194) meses. Historia familiar para DW em 16 (44,4%) casos e consanguinidade em dois
(5,5%).

Na ocasido do diagnéstico, nove (25%) apresentavam quadro clinico
exclusivamente neurologico, 14 (38,9%) exclusivamente hepatico, 11 (30,6%)
caracteristicas neurologicas e hepaticas (apresentacdo mista) e 2 (5,5%) eram
assintomaticos. Os diagndsticos nestes dois Ultimos casos se deram através de triagem
genética familiar.

A idade de inicio dos sintomas foi similar (sem diferenca estatistica) entre os trés
diferentes grupos, a saber: 21,1 + 8,9 anos nos pacientes com forma neuroldgica; 20,6
+ 7,2 anos na hepatica e; 26,8 £ 9 anos na mista.

O tempo médio entre o inicio dos primeiros sintomas clinicos e o diagndstico
definitivo foi 18,5 + 12,4 (1-36) meses na forma neuroldgica; 6,7 £ 5,8 (1-16) meses ha
hepatica e; de 51 + 59,6 (1-194) meses na mista. Houve diferenca significativamente
estatistica no intervalo de tempo para o diagndéstico entre a forma hepatica e as demais
(p=0,02 neuroldgica e p=0,004 mista).

Dados da avaliacdo clinico-laboratorial-radiolégica pormenorizada detectaram
outras manifestacfes correlacionadas a DW, sendo: presenca de anel de Kayser-
Fleischer 20 casos (55,6%), alteracdes neuroldgico-psiquiatricas 18 (50%), hepaticas 25
(69,4%), renais 6 (16,7%), hematoldgicas 8 (23,2%) e outros sitios (pele, anexos,
0sso0s) 11 (30,5%).

Os pacientes com achados neurologicos e/ou psiquiatricos (n=18) realizaram
exames radiolégicos (tomografia computadorizada de cranio e/ou ressonancia nuclear
magnética de encéfalo) para avaliagdo do sistema nervoso, sendo verificadas

anormalidades significativas em 13 casos (72,2%). Os achados encontrados nos
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exames foram sinais hiperintensos na substancia branca periventricular e nos ganglios
da base, redugdo volumétrica dos hemisférios cerebrais e sinal da “face do panda
gigante”.

Na tabela 3 estdo apresentadas as manifestacdes clinicas detectadas nesta

populacéo.

TABELA 3 — MANIFESTACOES CLINICAS E LABORATORIAIS

Neurolégicas/ Hepaticas Oftalmoldgicas Renais Hematologicas Outras
Psiquiatricas Manifestactes
Sindrome Cirrose Anel de Kayser-  Hipercalcidria ~ Anemia hemolitica  Dor articular
cerebelar* (44,4%) Fleisher (55,6%) (11,1%) (16,6%) (5,6%)

(38,9%)

Tremor de Hipertenséo Litiase renal Trombocitopenia Rigidez matinal
extremidades portal (36,1%) (8,3%) (5,6%) (5,6%)

(27,7%)

Distonia Ictericia Hiperpigmentacéo
(11,1%) (16,6%) cutanea (11,1%)
Parkinsonismo Astenia (8,8%) Rarefacéo de
(11,1%) faneros (8,3%)
Outras Insuficiéncia

(cefaléia/sincope) hepatica

(5,6%) aguda (11,1%)

Alteracdes Hemorragia

psiquiatricas” digestiva alta

(16,6%) (5,5%)

FONTE: O autor (2011).

NOTA: n = 36; porcentagem em relacdo ao nimero total de casos.

*Sindrome cerebelar: perda de equilibrio, dificuldade em se manter em pé, marcha com base alargada,
ataxia de marcha, dismetria, disdiadococinesia, rechago, tremor, decomposic¢éo, tremor, nistagmo.
#Alteragc”)es psiquiatricas: déficit de atencdo, alteracbes de personalidade, negligéncia corporal,
irritabilidade, hipersonia.

O exame ultrassonografico de abdome demonstrou sinais de hepatopatia crénica
em 17 (68%) dos 25 pacientes com alteracfes hepaticas e em 3 (27,2%) pacientes do
(p=0,03). Da

ultrassonograficas, 13 (65%) possuiam sinais de hipertensdo portal. Em decorréncia da

restante da amostra totalidade dos casos com alteragbes

necessidade de complementacdo diagnéstica ou para obtencdo de informacdes que
auxiliassem na conducdo clinica, 16 pacientes foram submetidos a biépsia hepatica e

os resultados histopatoldgicos estdo descritos na tabela 4.



34

TABELA 4 — RESULTADOS DO ESTUDO DE ANATOMIA PATOLOGICA HEPATICA
DOS CASOS DE DW

Paciente | Sexo | Idade | Histologia

1 M 26 Cirrose hepatica micronodular com infiltrado inflamatério
monomorfonuclear

2 F 17 Cirrose hepatica pés-necrétca

3 F 29 Minimo infiltrado inflamat6rio monomorfonuclear incaracteristico

4 F 21 Cirrose hepatica pés-necrotica

5 M 22 Alargamento fibroso do espaco porta e infiltrado inflamatorio
monomorfonuclear

6 F 32 Cirrose hepéatica com infiltrado inflamatério monomorfonuclear

7 M 55 Hepatite cronica ativa com infiltrado monomorfonuclear

8 M 29 Necrose hepatica sub-macica

9 F 39 Hepatite cronica colestatica

10 M 30 Hepatite cronica ativa com minimo infiltrado monomorfonuclear

11 M 38 Cirrose hepéatica micronodular com infiltrado monomorfonuclear

12 M 22 Cirrose hepéatica micronodular com infiltrado monomorfonuclear

13 F 27 Hepatite cronica ativa com infiltrado monomorfonuclear

14* M 33 Cirrose hepatica com hepatite cronica de interface compativel
com infecgao pelo virus da hepatite B (VHB)

15 F 20 Necrose hepética macica

16 F 40 Portite crénica inespecifica com colestase moderada

FONTE: Servico de Anatomia Patoldgica do HC-UFPR (2011).
NOTA: n = 16; * paciente infectado pelo VHB, mas com carga viral baixa e sem atividade inflamatéria
hepética laboratorialmente verificada.

5.2 ORIGEM GEOGRAFICA - GRUPOS CONTINENTAIS — ASPECTOS SOCIAIS

Os pacientes incluidos no estudo foram avaliados quanto aos seus dados
demograficos, de origem geografica/continental e aspectos sociais. Trinta e trés
individuos (91,7%) eram da raca branca e trés (8,3%) eram pardos. Dentre os 31 casos
cuja ascendéncia geografica/continental pode ser identificada, 96,8%% apresentavam
ascendéncia européia através de pelo menos um dos seus ancestrais. Em oito (25,8%)
pacientes observou-se miscigenacdo na ascendéncia continental, sendo um dos
progenitores de origem européia e 0 outro de origem brasileira. Trés pacientes
reportaram possuirem ancestrais indigenas. Na tabela 5 estdo descritos todos os

pacientes classificados de acordo com a raca e ascendéncia geografica/ continental.



TABELA 5 — GRUPOS CONTINENTAIS E ORIGEM GEOGRAFICA

Paciente | Raca | Ascendéncia Geogréfica/Continental
1 Branca Brasil, Italia, Portugal

2 Branca Polbnia

3 Branca Italia, Ucrania

4 Branca Alemanha, Italia, Pol6nia
5 Branca Brasil, Itélia, Portugal

6 Parda Alemanha, Brasil (indigena), Italia, Irlanda, Polbnia, Portugal
7 Parda Brasil (indigena)

8 Branca  Polbnia

9 Branca Portugal

10 Branca Portugal

11 Branca Italia

12 Branca Italia

13 Branca Italia

14 Branca Polbnia

15 Branca  Polbnia

16 Branca Italia, Pol6nia

17 Parda Brasil (indigena), Espanha, Italia
18 Branca Desconhecida

19 Branca Desconhecida

20 Branca Brasil, Italia, Portugal

21 Branca Italia

22 Branca  Ucrania

23 Branca Suica

24 Branca  Suica

25 Branca Suica

26 Branca Italia

27 Branca Brasil, Espanha, Italia
28 Branca Brasil, Espanha, Italia
29 Branca Alemanha, Polénia

30 Branca Alemanha

31 Branca Alemanha

32 Branca Desconhecida

33 Branca Desconhecida

34 Branca Desconhecida

35 Branca Italia

36 Branca Italia, Portugal, RUssia

FONTE: O autor (2011).

NOTA: n = 36.
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Dentre os casos com idade superior a 25 anos (n=26), 14 sdo casados e oito

(57,2%) possuem filhos. Destaca-se que apds o diagndstico uma paciente com forma

neurolégica apresentou oito abortos de primeiro trimestre e outras duas pacientes

também com forma neurol6gica apresentam dois abortos de primeiro trimestre cada,

ap6s uma gestacdo a termo.

Dentre os 33 pacientes maiores de idade, 14 exercem atividades laborais, a

maioria em subempregos, e dois obtiveram diploma de nivel superior. Dois individuos

em idade economicamente ativa foram aposentados por invalidez em decorréncia de
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limitac6es secundarias a sequelas neuroldgicas pela DW. Os trés pacientes menores de
idade freqientam escolas regulares e apresentam concordancia entre idade e ano

escolar.

5.3 TRATAMENTO E EVOLUCAO CLINICA

Trinta e cinco pacientes foram submetidos a terapia farmacolégica. Inicialmente,
33 (94,2%) foram tratados com D-penicilamina e somente dois (5,8%) com acetato de
zinco. Um dos casos utilizando sal de zinco se trata de um adolescente assintomatico
diagnosticado através de triagem genética familiar, enquanto o outro se refere a uma
mulher jovem com doenca neuroldgica rapidamente progressiva na qual o agente
guelante poderia ser potencialmente deletério como terapia de primeira escolha.

No grupo que iniciou tratamento com D-penicilamina houve necessidade em
guatro casos (12,1%) de substituicdo por acetato de zinco. No primeiro caso em
decorréncia de gestacdo, no segundo pelo desenvolvimento de parkinsonismo, no
terceiro pelo desenvolvimento de elastose perfurante serpiginosa e no quarto por
seguranca para o paciente, tendo em vista sua aderéncia muito irregular as posologias
prescritas e baixo grau de comparecimento as consultas ambulatoriais.

Durante o periodo de seguimento, dois (6,1%) pacientes em tratamento com D-
penicilamina apresentaram progressao da doenca e optou-se por acréscimo de acetato
de zinco a terapéutica. A terapia dupla foi capaz de estabilizar o processo, todavia ndo
houve recuperacao clinica dos sintomas.

Transplante hepatico foi indicado em um paciente que desenvolveu faléncia
hepatica cronica progressiva apés oito anos de tratamento com D-penicilamina.

Um individuo assintomatico diagnosticado por triagem genética familiar
permanece por opcdo sem terapia farmacolégica e mantém acompanhamento regular
periddico tanto clinico quanto radiol6gico-laboratorial.

O tempo médio de tratamento com D-penicilamina foi de 129,9 + 108,3 (5-468)

meses.
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Todos os pacientes foram avaliados quanto a resposta clinica ao tratamento
proposto. Seis (18,2%) individuos demonstraram melhora dos sinais e sintomas
hepéticos e/ou neuropsiquiatricos, 20 (60,6%) permaneceram clinicamente estaveis e
outros seis (18,2%) apresentaram piora progressiva do quadro clinico (quatro com
doenca neuroldgica e dois com doenca hepatica). Um paciente que demonstrou piora
progressiva da hepatopatia era etilista cronico e apresentava pobre aderéncia ao
tratamento e acompanhamento. Trés pacientes faleceram, sendo um em decorréncia do
desenvolvimento de um quadro de leucemia e dois por faléncia hepatica.

Todos o0s pacientes portadores de doenca hepatica cronica foram
periodicamente rastreados para avaliar o desenvolvimento de hepatocarcinoma, o qual
nao foi detectado em nenhum caso. O paciente submetido ao transplante hepatico

permanece clinicamente estavel quatro anos apos o procedimento.

5.4 ANALISE GENETICA

Foram descritos os gendtipos ATP7B em 23 dos 36 pacientes desta populacéo,
sendo 20 casos-indice.

Quatorze mutacdes diferentes foram detectadas em pelo menos um dos alelos
(tabela 6). A substituicdo ¢.3207C>A no éxon 14 foi a mais freqiente mutacéo
encontrada, apresentando uma frequéncia alélica de 28,3%, seguida da mutacéo
c.3402delC no éxon 15, com frequéncia alélica de 8,7%. Estas duas mutacdes
respondem por aproximadamente 37% dos alelos estudados, indicando que estes
éxons sao regides importantes para a deteccdo de mutacdes em pacientes da
populacao sul-brasileira.

De acordo com bases de dados sobre mutaces em DW (COX, 2009), relata-se
gue as mutacdes ¢.2018-2030del13 no éxon 7 e ¢.4093InsT no éxon 20 séo reportadas
pela primeira vez. Estas duas novas mutacfes sdo potencialmente patogénicas uma
vez que ambas resultam em um desvio no processo de transcricdo génica com

consequente formacao de uma proteina truncada.
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A primeira mutagdo (c.2018-2030del13) foi detectada em uma mulher de 28 anos
na qual o diagnostico de DW foi suspeitado a partir dos 16 anos em decorréncia de
sinais de anemia hemolitica e hepatite. O metabolismo anormal do cobre foi detectado
por uma combinagdo de baixos niveis séricos de CLP e elevados niveis de cobre
urindrio. A paciente apresentou excelente resposta ao tratamento medicamentoso
instituido com D-penicilamina. A andlise genética demonstrou uma delecéo de 13 pares
de bases no éxon 7 (c.2018-2030del13), associado a uma mutacdo gerando uma
interrupcdo de transcricdo no éxon 8 do gene ATP7B (c.2363G>A), confirmando o
diagnéstico molecular de DW.

A segunda mutacdo (c.4093InsT) foi detectada em uma mulher de 22 anos
admitida no hospital com edema generalizado, ascite e ictericia. O diagnéstico de DW
foi sugerido pela deteccdo de AKF, baixos niveis séricos de CLP e historico de
consanguinidade com seu esposo (primo em primeiro grau). A BH demonstrou cirrose
origem indeterminada. O resultado do seqiienciamento genético direto demonstrou que
a paciente apresenta uma insercdo afetando a regido transcritora no éxon 20
(c.4093InsT) e, em outro alelo, a substituicio de um nucleotideo no éxon 11
(c.2672G>T), confirmando o diagndéstico molecular de DW em heterozigose composta.
A mesma analise de DNA foi realizada em seu esposo, verificando-se que é

heterozigoto para a mesma mutacdo no éxon 20.

TABELA 6 — CARACTERISTICAS DAS MUTACOES DO GENE ATP7B

Alteracdo de Alteracdo no Tipo de Exon Frequéncia alélica
nucleotideo Aminoéacido Mutacao (n=46)
cHl+4A->T insercéo Intron 1 1/2,17%
€.1934T7>G Met645Arg substituicao 6 1/ 2,17%
€.2018-2030 delecao 7 1/ 2,17% (nova)
€.2123T>C Leu708Pro substituicao 8 1/ 2,17%
c.2304delC Met769CysfsX38 delecao 8 1/ 2,17%
€.2304dupC Met769HisfsX26 duplicacéo 8 3/ 6,52%
€.2305A>G Met769Val substituicao 8 1/ 2,17%
€.2336G>A Trp779Stop substituicao 8 3/ 6,52%
€.2672G>T Gly891Val substituicao 11 1/ 2,17%
C.2762G>A Ser921Asn substituicao 12 1/ 2,17%
€.3207C>A His1069GIn substituicao 14 13/ 28,26%
c.3402del C Alal135GInfs delecao 15 4/ 8,69%
€.3818C>T Prol273Leu substituicao 18 2/ 4,34%
€.4093InsT insercao 20 2/ 4,34% (nova)

FONTE: O autor (2011).
NOTA: n = 23,
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Dados da correlacdo entre a origem geogréfica/continental de acordo com as

mutacdes do gene ATP7B estdo demonstradas na tabela 7.

TABELA 7 — ORIGEM GEOGRAFICA-CONTINENTAL E CORRELACAO GENOTIPICA

Mutacao do gene ATP7B

| Origem geografica/continental

heterozigoto ¢.2762G>A
heterozigoto ¢.3207C>A
heterozigoto ¢.3207C>A
homozigoto ¢.3207C>A
homozigoto ¢.3207C>A
homozigoto ¢.3207C>A
homozigoto ¢.3207C>A
homozigoto ¢.3207C>A
heterozigoto c.3402delC
heterozigoto c.3402delC
homozigoto ¢.3402delC
homozigoto ¢.3818C>T
heterozigoto ¢.4093insT

[c.4093insT] / [€.2672G>T]
[c.2336G>A] / [c.2018-2030del13]

heterozigoto ¢.2304delC
heterozigoto ¢.2305A>G
heterozigoto ¢.2123T>C

[€.2304duplC] / [c.3207C>A]

homozigoto ¢.2336G>A
heterozigoto ¢.2304dupIC
heterozigoto ¢.2304dupIC

[Intron1c¢c.51/4 A -->T]+[c.1934T>G]

Alemanha, Polonia
Brasil (indigena)
Alemanha, Brasil (indigena), Irlanda, Italia
Polbnia

Suica

Suica

Suica

Italia, Ucrania

Brasil, Italia, Portugal
Desconhecida

Brasil, Italia, Portugal
Desconhecida

Italia

Italia

Italia

Polbnia

Italia, Polénia
Desconhecida
Alemanha, Italia, Polénia
Polbnia

Alemanha
Desconhecida

Itdlia, Portugal, Russia

FONTE: O autor (2011).
NOTA: n = 23.

A analise de correlacdo geno-fenotipica esta detalhada na tabela 8. Individuos

homozigotos para a mutacdo mais comum, ¢.3207C>A, (n=5) apresentaram uma idade
média de apresentacao clinica de 33,4 + 4,82 anos (mediana=33), comparado com 15,7
+ 3,21 anos (mediana=17 anos) para heterozigotos compostos (n=3) e 19,5 + 8,55 anos
(mediana=18 anos) para o restante dos casos (n=15). Todos 0s cinco pacientes
homozigotos para a mutacdo ¢.3207C>A apresentavam doenca hepatica, observando-

se também manifestacdes neurolégicas em trés destes.
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TABELA 8 — GENOTIPAGEM ATP7B E CARACTERISTICAS CLINICAS EM 23
PACIENTES SUL-BRASILEIROS COM DW

Genotipagem Caso- Idade média Principal 6rgao Orgéaos

indice, apresentacdo | afetado Afetados

Caso nao- | clinica,

indice (n) diagndstico Figado | Cérebro

(anos) (n) (n)

[c.51+4A>T]/ [c.1934T>G] 1,0 41, 44 0 1 C
[c.2336G>A] / [c.2336G>A] 1,0 15, 16 1 0 F
[c.2336G>A] / [c.2018-2030del13] 1,0 15, 15 1 0 F
[c.2123T>C]/[-] 1,0 18, 21 0 1 C
[c.2304delC] / [-] 1,0 12,19 1 0 C,F
[c.2672G>T] / [1] 1,0 19, 20 1 0 F,R
[c.2304dupIC] / [-] 2,0 14, 15 1 1 C,F,R
[c.2304duplIC] / [c.3207C>A] 1,0 12,13 0 1 C
[c.2762G>A] / [-] 1,0 26, 27 1 0 F
[c.3818C<T]/[-] 1,0 34, 36 0 1 C
[c.3402delC] / [] 1,1 A, 12 2 0 C,F
[c.3402delC] / [c.3402delC] 1,0 16, 17 0 1 C
[c.4093InsT] / [c.2672G>T] 1,0 22,22 1 0 F
[c.4093InsT] / [-] 1,0 A, 26 0 0 A
[c.3207C>A] / [1] 2,0 17, 18 1 1 C,F
[c.3207C>A] / [c.3207C>A] 3,2 33, 36 2 3 C,F,R

FONTE: O autor (2011).
NOTA: n = 23.

LEGENDA: A= assintomético; F= figado; C= cérebro; R= rim.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo descrevem uma populacdo portadora de DW
com divisdo homogénea entre os sexos. A idade média de apresentacao clinica (23,2
anos) equipara-se as descricbes da literatura, demonstrando que o quadro clinico
geralmente se aflora entre a segunda e terceira décadas de vida (STRICKLAND et al.,
1975; RUBINSTEIN et al.,, 1987; BONO et al., 2002). Outros estudos, todavia,
descrevem o inicio das manifestacdes clinicas em extremos de idade (STRICKLAND et
al., 1975; ALA, 2005).

As informacgfes mais recentes da literatura demonstram reducéo progressiva do
tempo decorrido entre o inicio da sintomatologia e o diagndstico da DW (MACHADO et
al., 2006). Em nosso meio percebe-se, entretanto, um intervalo médio (2,3 anos) entre a
clinica inicial e o diagnéstico relativamente prolongado para os tempos atuais. Este fato
pode refletir apresentacdes clinicas mais brandas e inespecificas na populacao
estudada e/ou estar relacionado a uma falha na disseminacdo do conhecimento
médico, gerando diagnosticos tardios ou errbneos que acarretam prejuizo no
tratamento e potencializam o desenvolvimento de lesdes irreversiveis ou mesmo a
necessidade de encaminhamento precoce para TH. De modo similar ao observado em
nossa populacao, Merle et al. ressaltam em seu estudo as dificuldades para se obter o
diagndstico de DW, detectando um intervalo de tempo médio de 2,1 anos (2007).

No presente estudo as apresentacdes neurologicas e mistas da DW estiveram
significativamente associadas a um maior intervalo de tempo para o diagndstico quando
comparadas a apresentacdo hepatica. Corroborando estes dados, Merle et al., no ano

de 2007, demonstraram que a apresentacdo neurologica também esteve associada
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com um tempo significativamente maior para o diagnostico do que a forma hepatica
(44,4 versus 14,4 meses, p=0,004). Outros relatos da literatura descrevem achados
similares (DEGUTI et al., 2004; SCHIEFERMEIER et al., 2000). Embora tenha existido
menor intervalo de tempo para o diagndéstico dos pacientes com apresentacdo hepatica,
ndo se observa nesta populagéo diferenca entre as idades médias ao diagndstico das
diferentes formas clinicas.

Apesar do defeito patogénico fundamental da DW se concentrar no sistema
hepato-biliar, as consequiéncias do acumulo de cobre disseminado s&o demonstradas
em diversos Orgdos e tecidos. Estas manifestacoes multi-sistémicas produzem um
guadro clinico de ampla variabilidade determinando um desafio ao diagnostico clinico.

Corroborando as descricfes de inumeros estudos da literatura verificou-se ampla
variabilidade de manifesta¢cdes clinicas na populacéo estudada. Salienta-se que a maior
parcela dos pacientes possuia sinais e sintomas de doenca hepatica (69,5%). Alguns
autores acreditam que todos os pacientes com DW, sintomaticos ou nao, apresentam
algum grau de disfuncao hepatica e que esta esteja presente entre 40 e 50% dos casos
por ocasido do diagnadstico inicial (BREWER et al., 2001).

As manifestacdes hepaticas na DW podem assumir diversas formas, com o
espectro de sinais variando desde uma simples hepatomegalia até quadro graves de
insuficiéncia hepatica aguda (PFEIFFER, 2007). Entretanto, o0 modo mais frequente de
apresentacao da doenca hepatica na DW é o desenvolvimento de cirrose progressiva e
silenciosa.

Assim como foi demonstrado no presente estudo, dados da literatura comprovam

gue a cirrose ndo apresenta caracteristicas especificas na DW e o quadro histoldgico,
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histoquimico e ultraestrutural do parénquima hepético é multi-varidvel (FAA et al.,
1996).

AKF foram detectados em 55,6% dos pacientes, com uma maior frequiéncia entre
aqueles com alteracbes neuro-psiquiatricas (77,8%). Relatos da literatura descrevem a
presenca do AKF em frequéncias que variam de 66,3 a 95% (FINELLI, 1995; MERLE et
al., 2007; WIEBERS et al., 1977). Teoricamente este achado seria virtualmente
observado em todos os pacientes com doenca neurolégica, com uma menor freqiéncia
nos com doenca hepatica (ROSS et al., 1985).

Neste estudo 55,6% dos pacientes com DW apresentavam sinais e sintomas
neurologicos por ocasidao do diagnostico. Dados da literatura demonstram que ao
diagnostico, 40-50% dos pacientes de DW apresentam sintomas neuroldgicos e/ ou
neuro-psiquiatricos (ALA et al., 2007). Avancos nas técnicas de neuroimagem,
sobretudo o advento da ressonancia nuclear magnética (RNM), auxiliaram na
compreensao da patofisiologia da DW. De fato, além do sinal da face do panda gigante,
sinais hiperintensos envolvendo ganglios da base, talamo e tronco cerebral sdo
extremamente sugestivos de DW (PRASHANTH et al., 2010). As alteracdes na RNM
normalmente sdo mais intensas e disseminadas em pacientes com apresentacao
neurolégica (KOZIC et al., 2003), correlacionando-se fortemente com a gravidade da
doenca (SINHA et al., 2006).

A populacdo brasileira é constituida por uma grande mistura racial. Segundo
Moraes e Moraes (1996), dentre os paises tropicais, o Brasil € aquele que apresenta
maior populacdo caucasobide, descendente principalmente dos colonizadores
portugueses, mas também, de espanhais, italianos, alemées, holandeses, entre outros.

A populacdo negra é descendente de africanos das regides da Nigéria e do Congo ou
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da Africa Equatorial, os indios originaram-se principalmente dos grupos Tapuias e Tupis
e ocorreu uma grande colonizacdo japonesa. A colonizacdo do Estado do Parana
apresenta essa heterogeneidade e pode ser revista em artigo publicado por Probst et
al. (2000).

A amostra de populacdo avaliada neste estudo, todavia, € predominantemente
da raga branca e com uma marcante caracteristica de ascendéncia européia. Estes
achados refletem o padrdo populacional sul-brasileiro secundario ao processo
migratdrio que se iniciou em meados do século XIX com o estabelecimento de politicas
governamentais de incentivo a implantacdo de nucleos de colonos imigrantes no
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CORREA, 2005).

No Parana os imigrantes alemaes marcaram forte presenca em todas as regioes
do Estado. Em 1855 alemaes originarios da Prussia fundaram colénias localizadas na
atual regido de Castro. Entre 1877 e 1879 houve migracdo de alemaes oriundos da
Russia (regido do Rio Volga). Entretanto, a maior parte dos imigrantes chegou no inicio
do século XX vindos diretamente do norte da Alemanha e se estabeleceram sobretudo
nas regides leste e sul (municipios de Curitiba, Ponta Grossa, Rio Negro, Irati, entre
outros). Na mesma época, suabios da regido do Rio Danubio (na atualidade Suica e
Norte da Franca) colonizaram Guarapuava e imigrantes poloneses ocuparam as regiées
de Cambé e Rolandia (norte do estado do Parana) (IBGE, 2000).

Os primeiros colonos italianos chegaram ao Parana em 1878 e se fixaram no
litoral, porém pouco tempo apés, migraram para a regido de Curitiba. Salienta-se que
em Santa Catarina imigrantes italianos provenientes da Sardenha ja habitavam a regido
conhecida como Nova lItalia (atuais Nova Trento e Sdo Jodo Batista) desde 1836 (IBGE,

2000).
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Os povos eslavos (poloneses e ucranianos) formaram a maior corrente
imigratoria do estado do Parana. Entre 1869 e 1920, estima-se que 60 mil poloneses
entraram no Brasil, dos quais 95% se estabeleceram no Parand. Houve também
migracao de russos, todavia em menor quantidade (IBGE, 2000).

No ano de 2000, visando definir a micro evolugcdo populacional e tracar o perfil
genético aproximadamente um século ap6és o término do processo de colonizacao,
Braun-Prado et al. estudaram os genes do HLA-A, —B e —C de 150 caucasianos, 158
mulatos, 40 negros e 15 orientais provenientes de toda a regido metropolitana de
Curitiba, capital do Estado do Parana. Os resultados obtidos demonstraram que na
atualidade a populacdo branca possui heranca genética européia em 94,4%, negra-
africana em 2,5% e amerindia em 3,1%; ja os mulatos possuem heranca européia em
57,2%, negra-africana em 38,7% e amerindia em 4,1% e; 0s negros heranca européia
em 24,8%, negra-africana em 74% e amerindia em 1,2%.

Baseado nos dados histéricos de colonizacdo e nas informacdes recentes do
padréo genético evolutivo foi possivel determinar que a populacéo avaliada no presente
estudo compartilhe caracteristicas genéticas mais similares as da populacéo
setentrional européia e difere, em sua grande maioria, das caracteristicas genéticas do
restante da populacdo brasileira na qual a influéncia indigena, africana e portuguesa é

predominante.

Neste estudo observamos uma elevada taxa de abortamento (12 casos). Até o
presente momento poucos trabalhos da literatura avaliaram a fertilidade e a evolucdo

de gestacbes em pacientes com DW (SHAGEN VAN LEEUEWEN et al., 1991; SINHA
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et al., 2004). Estes autores relatam que abortamentos recorrentes sao comuns,
especialmente na auséncia de tratamento adequado para DW. Entretanto, gestacoes a

termo e bem-sucedidas podem ocorrer (SINHA et al., 2004).

Informacgdes sobre qualidade de vida e aspecto sociais em pessoas com DW sao
escassos na literatura (KOMAL KUMAR et al., 2008), todavia, com a disponibilidade de
tratamento adequado para a doenca, o tempo de sobrevida é prolongado e estes
fatores tornam-se cada vez mais relevantes. Dados do presente estudo demonstram
gue é possivel para pacientes com DW atingirem um nivel adequado de qualidade de

vida, atuacgéo profissional e incluséo social.

O tratamento medicamentoso para DW é necessario por toda a vida. As opcdes
terapéuticas atuais incluem a D-penicilamina, trientine, sais de zinco e tetratiomolibdato
de amodnio. D-penicilamina e trientine agem como quelantes do cobre aumentando a
sua excrecao urinaria. A melhor estratégia terapéutica permanece controversa e ndo ha
um regime universalmente aceito (ALA et al., 2007). Entretanto, a D-penicilamina € a
droga mais comumente utilizada e considerada a terapia de primeira linha, apesar de
nao haverem estudos demonstrando sua superioridade ou inferioridade aos sais de

zinco e trientine (FERENCI, 2004; LOWETTE et al., 2010).

No presente estudo descreve-se a analise de uma populacdo tratada e
acompanhada por um periodo superior a 10 anos. A maioria dos pacientes foi tratada
com D-penicilamina (n=33). A escolha por sais de zinco foi realizada em paciente
assintomatico, durante gestacdo, na tentativa de coibir evolucdo rapida de doenca

neurolégica e por efeitos colaterais da D-penicilamina. Apesar de ndo ser consenso,
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alguns autores sugerem que a D-penicilamina n&o deveria ser a droga de escolha para
pacientes com quadro neurolégico uma vez que este agente poderia ser capaz de
induzir o desenvolvimento ou agravamento de sintomas neuroldgicos (MERLE et al.,

2007).

A D-penicilamina é um medicamento com alta incidéncia de efeitos indesejaveis,
alguns dos quais potencialmente fatais. Desta forma, torna-se necesséria a vigilancia e
rastreamento constantes nas avaliacdes de pacientes em tratamento cronico. Alguns
dos eventos adversos mais comuns incluem: erupcdes cutaneas, prurido (5%), dor
epigastrica, nduseas e diarréia ocasional (17%), alteracdes da percepcdo do paladar
(12%), leucopenia (2%), trombocitopenia (4%), proteinuria, glomerulopatia membranosa

(6%), entre outros com menor prevaléncia.

O desenvolvimento de elastose perfurante serpiginosa associado ao uso de D-
penicilamina é raro, e foi descrito em pacientes portadores de DW em terapia crénica
com a medicacdo. A elastose perfurante serpiginosa € uma dermatose perfurante
caracterizada pela eliminacdo transepidérmica anormal de fibras elasticas. O
mecanismo pelo qual a D-penicilamina desencadeia a doenca permanece incerto (NA

et al., 2010; DEGUTI et al., 2002).

A terapia medicamentosa e o transplante hepatico promoveram a estabilizacdo
ou melhora do quadro clinico em 72,2% dos pacientes. No estudo de Rodrigo Agudo et
al. (2008) esta porcentagem foi de 62%, enquanto no estudo de Merle et al. (2007) foi

76,1%.
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O desenvolvimento de novos sintomas ou a progressao de pré-existentes foi
mais comumente detectado em pacientes com manifestacdo neuroldgica (4/6) do que
com manifestacdo hepatica (2/6). De forma semelhante a observada em nosso estudo,
a deteriorizacdo do quadro clinico, apesar de terapéutica apropriada, parece ser
altamente dependente da aderéncia do paciente, do inicio precoce do tratamento e da

resposta individual a terapia (LOWETTE et al., 2010).

Trés pacientes faleceram durante o seguimento, um por desenvolvimento de
cancer (leucemia) e dois em decorréncia de faléncia hepéatica aguda. O
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e outros tumores hepaticos em pacientes
com DW é extremamente raro, apesar de existir um mecanismo comum de acumulo de
cobre na DW e também em algumas formas de neoplasias malignas. Embora a
patogénese do cancer difira da patogénese da DW, ambas possuem defeitos similares
na homeostasia do cobre e alguns agentes quelantes do cobre também sao

empregados como quimioterapicos (DANIEL et al., 2004).

O gene ATP7B relacionado ao defeito basico na DW esta localizado no braco
longo do cromossomo 13 (locus 13q 14-21) e codifica uma proteina homdénima, do
padrdao ATPase do tipo P, relacionada ao transporte de metais, que se expressa em
maiores niveis no figado e rins e em menor propor¢cdo no cérebro. Esta proteina

transporta e liga o cobre e intermedeia a sua excre¢ao na bile.

O presente estudo analisou as mutacdes do gene ATP7B em 23 pacientes de
uma populacdo com DW do sul do Brasil. Quatorze diferentes mutacdes foram

encontradas, refletindo a heterogeneidade genética desta doengca. A mutacdo mais
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comumente detectada foi a substituicdo ¢.3207C>A no éxon 14, também denominada
p.H1069Q. A segunda mutacdo mais prevalente foi a delecdo c.3402delC no éxon 15
(p.A1135fs). Estas duas mutagOes respondem por aproximadamente 37% dos alelos
estudados. Também foram descritas duas novas mutacdes potencialmente

patogénicas: a ¢.2018-2030del13 no éxon 7 e a ¢.4093InsT no éxon 20.

As mutacOes mais prevalentes variam entre as populagbes. A substituicdo
€.3207C>A no éxon 14 representa 35-50% dos alelos afetados em pacientes com DW
na populagdo européia (BEHARI et al., 2010). A sua freqiiéncia € maior em paises do
leste europeu (Alemanha, Polonia, Russia, Ucrania), apresentando decréscimo ao se
avaliarem populacdes situadas a oeste e sul daquele continente (FERENCI, 2006). A
alta ocorréncia desta mutacdo na Europa setentrional e central provavelmente reflete

sua origem nesta regido (CACA et al., 2001; GROMADZKA et al., 2006).

No mediterraneo europeu verifica-se uma ampla variabilidade de mutacées com
freqUiéncias variaveis entre cada pais. Observam-se duas mutacfes mais prevalentes,
uma delecdo na 5' UTR (-441/-427del) e a substituicdo p.M645R no éxon 6 (FERENCI,
2006). Na Itélia continental, todavia, Loudianos et al., detectaram novamente a mutacao

€.3207C>A como a mais comum, com uma frequéncia alélica de 13-17% (1999).

Dados de paises ndo europeus também sdo descritos na literatura, havendo na
Asia, especificamente na China, Coréia do Sul e Jap&o, predominio da mutacdo
p.R778L no éxon 8, com frequéncia alélica entre 27 e 74% (YE et al., 2007; LIU et al.,

2004; CHUANG et al., 1996).
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Apesar do expressivo numero de pacientes com as duas mutacbes acima
discriminadas (p.H1069Q e p.R778L), h4 estudos como o realizado por Kumar et al. na
populagéo indiana no qual as mesmas nédo foram detectadas em nenhum caso (2005).
De fato, na india, varios grupos reportaram 51 diferentes mutagdes, incluindo 34 nio

descritas anteriormente e originadas de diferentes partes do pais (BEHARI et al., 2010).

Os estudos de frequiéncia de mutagbes em pacientes com DW provenientes dos
Estados Unidos da América, Canada e Australia possuem limitacbes em decorréncia da
heterogeneidade étnica dos imigrantes destes paises. Um estudo realizado com
pacientes caucasianos norte-americanos demonstrou a mutacdo p.H1069Q como a
mais prevalente, com uma frequéncia alélica de 35,2% (SHAH et al., 1997),

possivelmente refletindo aspectos da colonizag&o européia.

Destaca-se que, apesar de inUmeras mutacdes descritas em todo o mundo, néo
existem informacdes a respeito destas nos portadores de DW do continente africano até

0 presente momento.

O primeiro estudo realizado na América do Sul, por Deguti et al. no ano de 2004,
avaliou 60 brasileiros, encontrando 25 mutacdes distintas, das quais 12 descritas pela
primeira vez, sendo a mais frequente a c.3402delC no éxon 15 (30,8%), seguida da
p.L708P (16,7%). No ano de 2008, Machado et al., avaliando 41 pacientes com
manifestacdo neuroldgica, encontrou como mutacdo mais prevalente c¢.3402delC

(31,7%), seguida da p.L708P (15,8%).

Em nossa casuistica, envolvendo pacientes do sul do Brasil, a mutagdo mais

prevalente foi a p.H1069Q, encontrada em 28,3% dos individuos. Salienta-se que no
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estudo de Deguti et al. (2004) ndo se encontrou esta mutacéo e no estudo de Machado
et al., (2008) apenas 3 pacientes (6%) apresentavam a mesma. Provavelmente, em
decorréncia do padréao de colonizagédo a que se submeteu o sul-brasileiro, parece existir
uma semelhangca maior com o padrdao de mutacdo europeu do que com o padréo

descrito previamente em outras amostras de pacientes brasileiros.

Diversos padrdes regionais de mutacdes do gene ATP7B sao observados em
paises com grandes extensdes territoriais, tais como India, China e Estados Unidos da
América. Considerando que o Brasil € um pais continental, o estudo da distribuicéo
regional das frequéncias das mutacOes torna-se importante devido aos diferentes

padrdes de imigracado associado a alta miscigenacao populacional.

A tabela 9 demonstra o padrédo mais freqiente de mutacdo do gene ATP7B em
diferentes amostras de pacientes com DW e determina o0 contexto genético em que se

situam os pacientes desta amostra.
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TABELA 9 — MUTACOES DO GENE ATP7B EM AMOSTRAS DE PACIENTES COM
DW EM DIFERENTES PAISES

Mutacdo ATP7B ‘Pal's ’ n | Freqiiéncia alélica ‘Autores ‘ Ano
éxon 2 p.C271X

india 62 18% Gupta et al 2005
éxon 6 p.M645R

Espanha 40 27% Margarit et al 2005
éxon 8 p.L708P

Ilhas Canarias 24 64% Garcia-Villareal et al 2000
éxon 8 p.R778L

China 50 64% Ye et al 2007

China 75 74% Liu et al 2004

Taiwan 22 27% Chuang et al 1996
éxon 9 p.G591D

Italia 134 38% Lepori et al 2007
éxon 13 p.2874delC

Japéo 23 30% Shimizu et al 1995
éxon 14 p.H1069Q

Alemanha 82 63% Cacaet al 2001

Austria 125 34% Ferenci et al 2005

Brasil 23 28% de Bem* 2011

Bulgaria 89 58% Todorov et al 2005

EUA 118 38% Shah et al 1997

Grécia 24 28% Loudianos et al 2000

Hungria 118 A47% Ferenci et al 2005

Inglaterra 26 48% Butler et al 2001

Italia 99 17% Loudianos et al 1999

Pol6nia 142 72% Gromadzka et al 2006

Reino Unido 42 17% Curtis et al 1999

Republica Checa 200 57% Vrabelova et al 2005

Russia 42 60% Karabanov et al 2001

Sérvia 35 48% Loudianos et al 2003

Suécia 42 38% Shah et al 1997
éxon 15 p.A1135fs

Brasil 60 31% Deguti et al 2004

Brasil 41 32% Machado et al 2008
éxon 15 p.11102T

india 43 6% Kumar et al 2005
éxon 21 p.Q1399R

Arabia Saudita 56 32% Al Jumah et al 2004

FONTE: O autor (2011).
* Os dados sao referentes ao presente estudo.
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Até o momento, aproximadamente 400 diferentes mutacdes distribuidas em todo
o gene ATP7B foram descritas para a DW (COX, 2009). Este grande numero de
mutacdes torna a distribuicdo genotipica da doenca complexa. A maior parte dos
pacientes € heterozigbtico composto, apresentando duas mutacdes diferentes no gene.
Acredita-se que os tipos de mutagéo e a sua posicédo provavelmente tém relacdo direta
com o grau de disfuncao das proteinas transcritas, resultando em varia¢cdes amplas no

metabolismo do cobre e por fim, a fenétipos diversos (ALA et al., 2007).

Uma ampla variedade de publicacdes recentes, algumas delas brasileiras, tem
avaliado o papel dos diferentes gendétipos ATP7B na determinacdo da variabilidade
fenotipica na DW. Entretanto, a raridade da doencga associado ao numero elevado das

mutacdes dificultam a correlacdo entre gendtipo e fendtipo.

Estudos demonstram que a mutacdo p.H1069Q cursa em sua forma
homozigotica com um distarbio menos grave do metabolismo do cobre, associando-se a
um inicio mais tardio dos sintomas e predominancia de clinica neurologica
(STAPELBROEK et al.,, 2004; VRABELOVA et al., 2005). Em contraste, dados da
literatura demonstram que determinados padrdes de mutacdo (nonsense, frameshift e
splice site, a saber: término de leitura, erro de leitura e mutacdo intronica,
respectivamente) correlacionam-se com o inicio mais precoce dos sintomas e com um

disturbio mais significativo do metabolismo do cobre (GROMADZKA et al., 2005).

A investigacdo da correlacdo geno-fenotipica no presente estudo foi dificultada
pela raridade das mutacdes e pelo pequeno numero de pacientes analisados.

Entretanto, pode-se demonstrar que individuos homozigo6ticos para a mutacao
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p.H1069Q apresentavam uma maior idade de inicio dos sintomas e ao diagnoéstico do
gue pacientes heterozigéticos ou portadores de outras mutacbes. Ao contrario do
descrito por outros autores, nao foi possivel correlacionar esta mutagcdo com a
predominancia de sintomas neuroldgicos. Alguns grupos também falharam em

demonstrar esta correlagdo (SHAH et al., 1997; THOMAS et al., 1995).

Descreve-se que a apresentacdo clinica na DW varia mesmo entre pacientes
portadores da mesma mutacdo em sua forma homozigoética. Deste modo sugere-se que
fatores geneéticos, epigenéticos e ambientais possam influenciar o fenotipo da doenca,
como a ingestao diaria de cobre, a capacidade individual de resposta a sobrecarga de
cobre, o gendtipo ApoE, capacidade funcional das metalotioneinas, o polimorfismo do
gene pribnico humano e as mutagcées no COMMD1 (DEGUTI et al., 2004; PANDIT et
al., 2002 e SENZOLO et al., 2007; SCHIEFERMEIER et al., 2000; MERLE et al., 2006;

GUPTA et al., 2010).

Os resultados deste estudo ampliam os conhecimentos sobre o comportamento
e o diagndstico molecular da doenca de Wilson em pacientes sul-brasileiros. Nesta
populacédo, aproximadamente 40% das mutacdes do gene ATP7B estdo localizadas nos
éxons 14 e 15. Estes dados podem ser utilizados para o direcionamento da
investigacdo genética em portadores de DW oriundos do sul do Brasil ou de outros
paises compostos por uma populacdo na qual um namero significativo de colonizadores

imigrou de paises localizados na Europa setentrional.
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7 CONCLUSOES

1. A mutacdo do gene ATP7B p.H1069Q foi a mais frequente na populacéo
estudada, com frequéncia alélica de 28,3%. A segunda mutacdo mais
prevalente foi a p.A1135fs em 8,7%;

2. A amostra estudada apresentou discreto predominio de manifestacbes
hepéticas, sendo que as apresentacbes neurolégicas e mistas da DW
estiveram significativamente associadas a um maior intervalo de tempo para
o diagnéstico quando comparadas a apresentacdo hepatica;

3. As caracteristicas de origem geogréfica-continental nesta casuistica
denotaram ascendéncia européia em sua quase totalidade, havendo estreita
correlacdo do perfil genético desta populacdo com o observado em
populacdes de mesma origem geografica-continental;

4. A populacdo estudada apresentou caracteristicas diversas tanto
fenotipicamente quanto genotipicamente das populacdes brasileiras de DW

previamente descritas.
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com o meu médico.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Paciente Pesquisador
Dr. Ricardo Schmitt de Bem

Local/Data Local/Data
Telefones: 3360-7841 / 9963-6019

R o )~

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
8 iti i EM SERES HUMANOS - HC/IUFPR
Verséo | — Curitiba, 10 de maio de 2006 SECRETARIA - MAT. / HC 7462
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APENDICE 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — MENOR DE IDADE (18
ANOS)

a) Vocé é o responsavel legal por um paciente (individuo do estudo) que tem um
tipo de doenca denominado de: DOENCA DE WILSON o qual esta sendo convidado a
participar de um estudo intitulado Avaliagcdo Genética de Pacientes com Doenca de
Wilson e seus Familiares. E através das pesquisas clinicas que ocorrem 0os avangos
na medicina, e sua participacdo é de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa € TRACAR O PERFIL GENO E FENOTIPICO
(INVESTIGAR A MUTACAO GENETICA E CORRELACIONA-LA COM AS
CARACTERITICAS CLINICO-LABORATORIAIS DA DOENCA DE WILSON)

c) Caso seu parente (filhof/filha — individuo do estudo) menor de 18 anos participe da
pesquisa, sera necessario fazer UMA COLETA DE SANGUE (QUANTIDADE DE 15
MILILITROS).

d) O individuo do estudo podera experimentar alguns desconfortos no local de coleta
da amostra (dor, prurido, edema), diretamente relacionados A COLETA DE SANGUE.

e) Os riscos que envolvem o seu tratamento sdo: NAO EXISTEM RISCOS, POIS NAO
SERA SUBMETIDO A NENHUM TIPO DE TRATAMENTO.

f) Para tanto o individuo do estudo devera comparecer no HOSPITAL DE CLINICAS
(ambulatérios de Hepatologia e Neurologia) para consultas médicas de
acompanhamento, sendo que sera coletada a amostra de sangue para o estudo por
ocasido da consulta médica.

g) Contudo os beneficios esperados sido: CORRELACIONAR A EVOLUCAO DA
DOENCA COM O TIPO DE MUTACAO APRESENTADA.

j) Estdo garantidas todas as informacfes que individuo do estudo e seu responsavel
legal queiram, antes, durante e depois do estudo.

) Neste estudo NAO sera utilizado um grupo controle ou placebo.

m) A participacdo individuo do estudo é voluntaria. O individuo do estudo e seu

responsavel legal tém a liberdade de recusar participar do estudo, ou se aceitarem a
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participar, retirarem seu consentimento a qualquer momento. Este fato ndo implicara na
interrupcéo de atendimento, que esta assegurado.

n) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos
gue executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer
informacdo for divulgada em relatério ou publicagdo, isto sera feito sob forma
codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

0) Todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa (exames) NAO s&o
da responsabilidade do individuo do estudo ou de seu responsével legal.

p) Pela sua participacdo no estudo, individuo do estudo e seu responsavel legal
NAO RECEBERAO QUALQUER VALOR EM DINHEIRO e terdo a garantia de que
gualquer problema decorrente do estudo sera tratado no proprio H.C.

g) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecerd nenhum nome, e sim um

codigo.
Eu, , responsavel legal pelo
paciente i o texto acima e

compreendi a natureza e objetivo do estudo a que ele foi convidado a participar. A
explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou
livre para interromper a participacdo de meu dependente no estudo a qualquer
momento sem justificar minha decisédo e sem que esta decisdo afete o tratamento que
esta sendo realizado com o médico.

Eu concordo voluntariamente que meu dependende participe deste estudo.

Responsavel Legal Pesquisador
Dr. Ricardo Schmitt de Bem

Local/Data Local/Data
Telefones: 3360-7841 / 9963-6019

BN e S A e

COMITE DE ETICA EM PESQU_I_SA
8 iti i EM SERES HUMANOS - HC/UFPR
Verséo | — Curitiba, 10 de maio de 2006 SECRETARIA - MAT. / HC 7482



APENDICE 5

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

DOENCA DE WILSON

Caso N°.:

Data:

Nome: Registro:

Idade: Data de Nascimento :

Local de Nascimento: Cidade de Origem:

Escolaridade: Profissao:

Estado Civil: Prole:

Telefone para contato:

Endereco: CEP:

Raca: ( ) Branca ( ) Negra ( ) Amarela ( ) Parda ( ) Indigena

Origem étnica / familiar:

Periodo e fluxo migratério familiar:

e ACHADOS FiSICOS
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MANIFESTACOES NEUROLOGICAS

( ) distonia ( ) coréia ( ) instabilidade postural
() atetose () rigidez
() ataxia ( ) bradicinesia

MANIFESTACOES OFTALMOLOGICAS

Anel de Kayser - Fleisher ( )sim ( ) nao

MANIFESTACOES OSTEOARTICULARES

( ) Osteoporose ( ) Osteomalacia ( ) Osteoartrite ( ) Osteocondrite

MANIFESTACOES DERMATOLOGICAS

hiperpigmentacdo ( ) ndo ( ) sim local

MANIFESTACOES HEPATOLOGICAS

( ) palidez () cutanea ( ) esplenomegalia ( ) decubito dorsal

( ) mucosas ( ) Schuster
( ) ictericia
( ) aranhas vasculares ) sinais de encefalopatia ( ) asterixis
( ) circulacéo colateral ( ) encefalopatia grau |
( ) eritema palmar ( ) encefalopatia grau Il
( ) edema MMII ( ) encefalopatia grau llI

( ) ascite ( ) encefalopatia grau IV



EXAMES COMPLEMENTARES

HMG/plag.: VG:
Hb:
Leuc.:

Plag.:

Ca™" urinario:

Ac. Urico:
Creatinina:

( ) Anti HAV total

( ) Anti HBC ( ) Anti HBC confirmatorio

( ) HBsAg
( ) HBeAg
( ) Anti HBe
( ) Anti HBs
() Anti HCV
( ) Alfa 1 antitripsina
() ANA
() AMA
() SMA
() LKM

Ceruloplasmina:

Diagnastico genético:

Cu sérico total:
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BD: TP:
BI: Alb.:
BT:

ALT (TGP):

AST (TGO):

FA:

yGT

Ultrasom de Abdome: ( ) normal ( ) alterado
TAC de cranio:
RNM de cranio:

() normal ( ) alterado
( ) normal ( ) alterado

Cu urinario:

TRATAMENTO
( ) D-penicilamina - Cuprimine®

( ) Acetato de Zinco




APENDICE 6

Ry L FACULDADE DE MEDICINA
MEDICIN

C l N A da Universidade de Sao Paulo
LISYY

Disciplina de Gastroenterologia Clinica

Séo Paulo, 11 de Dezembro de 2006.

Ao Hospital das Clinicas
Da Universidade Federal do PR
al/C Dr. Ricardo De Bem

Ref: Termo de Concordancia de Cooperacdao em Projeto de Pesquisa

Atualmente conduzimos o projeto de pesquisa intitulado “DOENCA DE
WILSON: ASPECTOS DEMOGRAFICOS E FENOTIPICOS RELACIONADOS
AO GENOTIPO ATP7B”, com o apoio financeiro da Fundagéo para o Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP). Buscamos firmar um nucleo
laboratorial no Brasil, considerando que existe aqui uma casuistica expressiva
a ser estudada. Visamos também congregar a experiéncia dos diversos centros
nacionais que atendem pacientes com esse mesmo diagnostico, e melhor
compreender as associagdes entre fendtipo e genétipo na doenga de Wilson.
Trata-se da continuidade de nossa linha de pesquisa em hepatopatias
metabdlicas, derivado do projeto “Doenga de Wilson: pesquisa das mutagdes
do gene ATP7B e correlagdo fenotipica em pacientes brasileiros”, executado
entre 2002 e 2004, envolvendo portadores brasileiros desta doenga e um
laboratério de biologia molecular em Berlim, Alemanha.

Sendo o Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parand um
nucleo de assisténcia a portadores desta doencga, estabelecemos acordo de
mutua cooperacédo. Cabera a nds realizar a genotipagem ATP7B utilizando a
estrutura de nosso laboratério de biologia molecular. Em contrapartida, teremos
acesso aos dados dos pacientes, resguardados os aspectos éticos, que nos
permitam realizar correlagbes de fendtipo e gendtipo. Os resultados desta
pesquisa deverdo ser gerar pelo menos uma publicagéo cientifica em revista
internacional, constando a co-autoria dos pesquisadores envolvidos de ambas
as instituicdes, HC-FMUSP e HC-UFPR, além da mencao do apoio financeiro
da FAPESP 06/00449-1.

Atenciosamente,

(TR ‘Ltf\i\‘ [ ‘\'

Dra. Marta Mitiko Deguti

Doutor em Ciéncias pela FMUSP
Laboratdrio de Gastroenterologia e
Hepatologia Tropical (IMT II)

Grupo de Hepatopatias Metabdlicas
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APENDICE 7

) T FACULDADE DE MEDICINA
C [ N A da Universidade de Sao Paulo

MEDI
S

Disciplina de Gastroenterologia Clinica

Séo Paulo, 18 de Dezembro de 2006.

Ao Hospital das Clinicas
Da Universidade Federal do PR
al/C Dr. Ricardo De Bem

Ref: Termo de Concordéncia de Recebimento de Material Biolégico

Conforme acordo estabelecido de muitua colaboragdo no projeto
intitulado “Doenca de Wilson: aspectos demograficos e fenotipicos
relacionados ao gendtipo ATP7B’, colocamo-nos a disposicdo para
recebimento do material bioldgico (sangue total ou DNA extraido), desde que
cumpridas todas as condi¢des orientadas pelas comissdes de ética de ambas
as instituigdes, HC-FMUSP e HC-UFPR.

O material devera ser enviado ao enderego abaixo especificado. Estao
habilitadas a receber o material as biologistas Maria Cristina Nakhle, Clarice
Pires Abrantes Lemos e Alessandra Stilhano do Nascimento.

Dra. Marta Mitiko Deguti
Doutor em Ciéncias pela FMUSP

Enderego:

Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical - Instituto de Medicina
Tropical Il - Av Dr Enéas de Carvalho Aguiar, 500, 2.andar - Cerqueira César,
Sao Paulo, SP - CEP 054053-000

Tel: 11-3061-7065 11-3061-7067 Fax:11-3064-5132
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APENDICE 8

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
24.11.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 1111/05, intitulado:

“Doenga de Wilson: Aspectos demogrdficos e fenotipicos relacionados
ao gendtipo  ATP7B° apresentado pelo  Departamento de
GASTROENTEROLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido,

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Sadde n® 196, de 10.10.1996, incisc IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Eduardo Luiz Rachid Cancado
Pesquisador (a) Executante: Dra. Marta Mitiko Deguti

CAPPesq, 24 de Novembro de 2005,

PROF. DR. EUCLIDES AYéé'S DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissio de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - 5P
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesa@hcnet.usp.br / secretariacanpesqZ@hcnel.ys.be

mis
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APENDICE 9

GLOSSARIO DE TERMOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

alelo: forma alternativa de um locus genético; um simples alelo para cada l6cus é
herdado de cada genitor.

cDNA: DNA complementar, um fragmento de DNA copiado de um RNAm.

chaperona: proteina que auxilia o enovelamento de outras proteinas, evitando vias
incorretas que produziriam estados inativos ou agregados.

cycle sequencing: método de sequenciamento que utiliza uma polimerase
termoestavel para o DNA, o que permite a amplificacdo do segmento a ser analisado
por ciclos de temperatura a partir de uma quantidade reduzida de template.

dNTP: trifosfato de deoxirribonucleosideos, refere-se aos nucleotideos adenina (A),
guanina (G), timidina (T) e citosina (C).

exon: porcbes da sequéncia do DNA genbmico que serdo representadas no RNA
mensageiro maduro. Pode também ser usado em referéncia aos segmentos
equivalentes no RNA final.

frameshift: tipo de mutacédo derivada de dele¢cdes ou inser¢cdes que ndo sdo multiplas
de trés pares de base; elas alteram as triades de nucleotideos; conseqiientemente, a
sequéncia de aminoacidos que sédo traduzidas a proteina altera-se do ponto da
mutacédo até a terminacao carboxila.

intron: porcdes do DNA gendmico que sdo transcritas, mas depois, deixam de ser
expressas por fendmeno de splice. Nao ocorrem, portanto, no RNAmM maduro.

locus : a posicdo de um gene em um cromossomo. Alelos diferentes do mesmo gene
ocupam o mesmo locus. (Do latim locus. lugar.)

mutacao: qualquer alteracdo permanente e herdavel na sequéncia de DNA. Os tipos
de mutacdes incluem: mutacdes pontuais, dele¢cbes, insercdes, alteracdes no numero e

na estrutura dos cromossomos.
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PCR (polymerase chain reaction): Uma técnica de replicacdo de um fragmento
especifico de DNA in-vitro , mesmo na presenca de um excedente de DNA nao
especifico. Na presenca de primers, dNTP e Taq polimerase, por ciclos de temperatura,
a sequéncia-alvo é repetidamente desnaturada e copiada. Quando a PCR € usada para
amplificar uma sequéncia de RNA, realiza-se inicialmente a conversédo para DNA via
transcriptase reversa, e este procedimento é denominado RT-PCR.

pb (par de base): Dois nucleotideos numa molécula de RNA ou DNA que estao
emparelhados por pontes de hidrogénio - por exemplo, GcomCe Acom T ou U.
polimorfismo: diferenca na seqiéncia do DNA entre individuos saudaveis. Variagbes
genéticas que ocorrem em mais de 1% de uma populacdo podem ser consideradas
polimorfismos Uteis para a andlise de ligacéo génica.

primer: um oligonucleotideo curto usado para iniciar a sintese de DNA, através do
pareamento com uma fita de DNA. O primer possui uma terminacao 3" OH livre, onde
se inicia a sintese da cadeia de deoxirribonucleotideo pela DNA polimerase. O primer
forward (F) se extende na direcdo 5' do gene; o reverse (R), na direcéo 3".

splicing : Processo pelo qual sequéncias de introns sdo removidas (por excisdo) de
moléculas de RNA, no nucleo, durante a formacdo do RNA mensageiro.

stop codon: qualquer das trés sequéncias de RNAm (UGA, UAG, UAA) que néao
codificam nenhum aminoacido e, portanto, sinalizam o fim da sintese proteica.

regido promotora: sequéncia que flanqueia o gene, correspondendo aos 100 primeiros
nucleotideos do DNA no lado 5. Embora ndo seja transcrita a RNA, exerce papel
fundamental para que o gene seja funcional.

Taqg polimerase: polimerase para DNA isolada da bactéria Thermophilis aquaticus,
muito estavel em temperaturas elevadas.

template: uma sequéncia de nucleotideos da qual pode-se produzir uma segunda

estrutura complementar a primeira.
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APENDICE 10

APOIO CIENTIFICO E FINANCEIRO

FAPESP - Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
Projeto 2006/00449-1

Genetika — Centro de Aconselhamento e Laboratéorio de Genética — Curitiba —
PR - Brasil

Servico de Gastroenterologia — Departamento de Clinica Médica — Hospital de

Clinicas — Universidade Federal do Parana

Servi¢co de Neurologia — Departamento de Clinica Médica — Hospital de Clinicas

— Universidade Federal do Parana



