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Resumo

O Cobre é um elemento essencial para a sobrevivéncia do organismo humano. E imprescindivel
a determinadas enzimas cuja atividade é dependente do Cobre, atuando como cofator catalitico.
Uma vez que estas enzimas apresentam um papel importante em diversos processos
fisiologicos, a manutencdo da homeostase do Cobre torna-se  crucial.
Diversas fontes naturais conseguem libertar quantidades significativas de cobre na atmosfera.
As dietas incluem quantidades de Cobre adequadas, por isso, qualquer desequilibrio na

quantidade ingerida pode levar a efeitos prejudiciais no organismo.

A absorc¢do de Cobre no intestino vai ser realizada pela proteina ATP7A e pode ser influenciada
por diversos fatores. Apés entrar na circulagdo, o cobre tem capacidade para se ligar a variadas
proteinas como a Albumina e a Transcupreina. A proteina ATP7B vai ser responsavel pela
excrecdo biliar de Cobre e pela sua incorporacdo na Ceruloplasmina para ser posteriormente
libertado na circulacdo sanguinea. Mutagdes nos genes que codificam essas proteinas, levam a
alteracdes nos niveis de Cobre no organismo. A Doenca de Wilson caracteriza-se como uma
doenca onde ocorre uma mutagdo no gene ATP7B, originando uma acumulacdo de Cobre livre

em varios orgaos, predominantemente o figado e o cérebro.

As principais manifestacdes clinicas da doenca sdo as manifestagdes hepaticas, neurolégicas e
psiquiatricas. Os anéis de Kayser-Fleischer apesar de ndo serem exclusivos da Doenca de

Wilson, sdo a caracteristica clinica mais evidente.

A Doenca de Wilson quando néo tratada pode ser fatal, reforcando a ideia de que o diagnostico
precoce é uma ferramenta vital. O diagnostico baseia-se essencialmente na determinacdo dos

niveis de Ceruloplasmina e Cobre no sangue e, na presenca dos anéis de Kayser-Fleischer.

O tratamento fundamenta-se na remocdo do excesso de cobre com base no uso de agentes
quelantes como a D-Penicilamina, a Trietilenotetramina e o Tetratiomolibdato e na inibicao da
absorcao de cobre com o auxilio dos Sais de Zinco. A combinacdo dos agentes quelantes com

0os Sais de Zinco apresenta-se atualmente como uma terapéutica promissora.

Palavras-chave: Cobre; ATP7B; Doenca de Wilson; Aneis de Kayser-Fleischer; Agentes

quelantes



Abstract

Copper is an essential element for the survival of the human organism. It is essential for certain
enzymes whose activity is dependent on Copper, acting as a catalytic cofactor. Since these
enzymes play an important role in many physiological processes, maintenance of Copper
homeostasis becomes crucial. Several natural sources can release significant amounts of copper
into the atmosphere. Diets include adequate amounts of copper, so any imbalance in intake can

lead to detrimental effects on the body.

Copper absorption in the gut will be performed by the ATP7A protein and may be influenced
by several factors. After entering the circulation, copper is able to bind to various proteins such
as Albumin and Transcuprein. The ATP7B protein will be responsible for the biliary excretion
of Copper and its incorporation into Ceruloplasmin for later release into the bloodstream.
Mutations in the genes that encode these proteins lead to changes in copper levels in the body.
Wilson's disease is characterized as a disease where a mutation in the ATP7B gene occurs,

leading to an accumulation of free copper in various organs, predominantly the liver and brain.

The main clinical manifestations of the disease are hepatic, neurological and psychiatric
manifestations. Kayser-Fleischer rings, although not unique to Wilson's disease, are the most

obvious clinical feature.

Untreated Wilson's disease can be fatal, reinforcing the idea that early diagnosis is a vital tool.
The diagnosis is based essentially on the determination of ceruloplasmin and copper levels in

the blood and the presence of the Kayser-Fleischer rings.

The treatment is based on the removal of excess copper based on the use of chelating agents
such as D-Penicillamine, Triethylenetetramine and Tetrathiomolybdate and inhibition of copper
absorption with the aid of Zinc Salts. The combination of chelating agents with Zinc Salts is

currently a promising therapy.

Keywords: Copper; ATP7B; Wilson’s disease; Kayser-Fleischer rings; Chelating agents
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Abreviaturas

Anéis de KF - Anéis de Kayser-Fleischer

ApoCp — Apoceruloplasmina

ATOX 1 — Chaperone antioxidante do cobre 1

ATP7A — Transportador de cobre Adenosina Trifosfatase A do tipo P
ATP7B — Transportador de cobre Adenosina Trifosfatase B do tipo P
BHE — Barreira hemato-encefalica

Ccs — Chaperone do cobre para a SOD1
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1. Introducéao

O cobre (Cu) é um oligoelemento essencial no organismo humano. A homeostasia deste metal
é fundamental para o normal desenvolvimento. Em niveis normais, o cobre vai ter um papel
critico nas funcdes exercidas pelas enzimas, uma vez que estas sdo dependentes dele. J& o cobre
em excesso, devido a uma mutacdo no gene ATP7B, vai levar a formacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS), originando varias lesdes que se expressam através de diferentes

manifestagdes clinicas.

Na presente monografia, realiza-se uma revisao da literatura sobre a patologia genética
associada & acumulacdo anormal de cobre no organismo, denominada por Doenca de Wilson
(DW). Serdo abordados aspetos genéticos e fisiopatologicos, bem como os meios de

diagndstico e as terapéuticas mais indicadas disponiveis para cada situacdo em particular.
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2. Materiais e Métodos

Para a realizagdo da presente monografia “O papel do Cobre na Doencga de Wilson: estratégias
terapéuticas” foi realizada uma revisdo da literatura publicada, através das bases de dados

PubMed, Sciverse e do motor de busca Google e Google Scholar.

A pesquisa de artigos foi realizada utilizando as seguintes palavras-chaves: “copper”, “copper
homeostasis”, “ATP7B”, “copper metabolismo”, “Wilson’s disease”, “Wilson’s disease

manifestations”, “Wilson’s disease treatment”, “quelation”, entre outras.

E ainda de referir a utilizacdo do Mendeley como organizador das referéncias e as normas de
Vancoucer para elaboragéo da bibliografia. Nao foram feitas restricbes nas datas de publicacéo
dos artigos, contudo, foi dada prioridade as referéncias mais recentes. Foram consultadas

referéncias dos préprios artigos, quando necessario.
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3. Cobre

O cobre apresenta-se como um oligoelemento essencial para as espécies que vivem em
ambientes que exigem oxigénio para a sua sobrevivéncia. (1) E um metal extraordinariamente
ativo no que diz respeito a reacOes de oxidagdo-reducdo (reagcdes redox). Permuta com
facilidade entre o estado oxidado (Cuz+) e o estado reduzido (Cu+), 0 que o torna num metal
essencial para varios processos bioldgicos, mas prejudicial quando ha uma desregulacéo na sua

homeostase.(1)

Foi um dos primeiros metais a ser descoberto pelo homem o que fez com que fosse um dos
primeiros a ser explorado. A producéo e utilizacdo de cobre tem vindo a aumentar nos altimos

anos, promovendo maiores niveis de cobre no meio ambiente. (2)

Caracteriza-se por ser um metal com elevada maleabilidade, alta capacidade para formar ligas,
baixa corrosao (3) e por apresentar elevada condutividade elétrica e térmica, o que faz com que
seja um dos metais com maior relevancia para a Inddstria. Compostos de cobre sdo usados na

producdo de moedas, utensilios de cozinha e materiais de construcéo. (3,4)

Esta presente em produtos como fungicidas, inseticidas e conservantes da madeira, servindo
também na producdo de corantes, gravuras e em pirotecnia. Acresce ainda a sua utilizacdo
variada na industria eletronica, no crescimento de plantas e animais, uma vez que se encontra
na composicdo de diversos tipos de fertilizantes e alimentos para animais. O cobre também
pode ter aplicacdo na area da medicina, onde é encontrado em alguns dispositivos contracetivos

e no uso de ligas a base de cobre em odontologia. (5)

3.1. Elemento Quimico

O cobre tem uma cor vermelho-acastanhada, € brilhante e opaco. (5,6) Encontra-se na natureza
na forma de cuprite (Cuz20), calcopirite (CuFe2) e calcocite (CuS2). A sua forma metélica
mostra-se estavel ao ar seco mas suscetivel de sofrer uma reacdo lenta na presenca de baixas
condicdes de temperatura e de ar hamido.(6)
E um metal que apresenta baixa solubilidade em agua, em solugbes salinas e em solugdes

moderadamente 4cidas. Tem facilidade em ser dissolvido na presenca de solucbes de acido
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nitrico ou sulfdrico. Quando se encontra dissolvido, o cobre pode originar uma cor azul clara

ou azul esverdeada, proporcionando um sabor amargo e metalico a &gua. (4)

O cobre ocupa a 292 posicdo da tabela periodica, pertencendo assim a 12 série dos metais de
transicdo. Pode apresentar até 4 estados de oxidagdo, Cuo, Cu+, Cuz+ e Cus+ no entanto, a
quimica do cobre ¢ dominada maioritariamente por dois desses estados de oxidacdo, o Cu+e 0

Cuz+. (1,6) Apresenta a seguinte configuracgdo eletronica: 1s2, 2s2, 2p°®, 3s2, 3p®, 3dio, 4p? (6)

Tabela 1: Caracteristicas fisicas e quimicas do cobre. Elaborada a partir da referéncia (5)

Simbolo quimico Cu

Massa atémica 63,54
NUamero atémico 29
Densidade 8,94 g/cm?3
Ponto de fusédo 1083 °C
Ponto de ebulicéo 2595 °C

A facilidade com que o cobre muda de estado de oxidag&o, proporciona-lhe propriedades que
podem tanto ser essenciais como prejudiciais para o organismo. Uma vez que o Cu+ €
rapidamente oxidado por reagentes oxidantes, o estado de oxidacdo que tem maior relevancia
€ 0 Cuz+. O Cuz+ coordena-se principalmente a ligandos inorganicos como H20, OH-, COs2-,

SO0a42-, a ligandos organicos e a grupos carboxilicos. (6)

Os equilibrios redox dos sais de Cu+ sdo raros e dificeis de manter, devido a instabilidade que
este ido apresenta. Esta realidade é verificada pela elevada facilidade com que o ido se

desproporciona em solucao aquosa, em Cuo e Cuz+. (1)

Como ja foi referido, o cobre encontra-se no organismo humano, ligado a diversas
macromoléculas bioldgicas, nas formas Cu+ e Cuz+. Enquanto que o Cu+ domina o espago

intracelular, o Cu2+ ocupa maioritariamente o espago extracelular. (2)

3.2. Fontes de cobre

O teor de Cu na atmosfera varia entre 5 a 20 ng Cu/ms. (3)
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Os niveis de cobre no meio ambiente, resultam principalmente de operac@es industriais, de
processos de combustdo e da producdo de fertilizantes. Fontes naturais como os vulces, poeira
conduzida pelo vento e incéndios florestais sdo também fontes de libertacdo de cobre para o
ecossistema. (3,5) A agua potavel apresenta grandes variagdes nas concentracfes de cobre que

vao depender, por exemplo, do pH. (3)

E recomendado pela OMS, um consumo diério de 1,2 mg Cu/dia para as mulheres e 1,3 mg/dia
para os homens. A necessidade de ingestao diaria de cobre em criancas e bebés lactentes varia
com a idade. Carnes como o figado e o rim, alguns vegetais, frutos do mar, frutos secos e cereais
apresentam elevados niveis de cobre. Produtos lacteos e outros tipos de carne contém baixos
niveis do metal. (5) Na generalidade, as dietas englobam quantidades adequadas de Cu para

prevenir, por um lado, um estado de caréncia e por outro lado, um estado de toxicidade. (3)

3.3. Funcbes biologicas

O cobre é um oligoelemento vital para a sobrevivéncia dos organismos vivos, sendo essencial
na formacao de mielina nos neurénios do Sistema Nervoso Central, na formacéo da melanina
na pele, nos olhos e no cabelo. (3) Tem ainda um papel preponderante na manutencgao dos 0Ssos

uma vez que participa na formacéo e conservacdo de colagénio. (7)

A quimica redox apresentada por este elemento, torna o cobre um cofator catalitico altamente

adequado em enzimas oxidativas. (5)

Tabela 2: Exemplo de cuproenzimas e respetivas funcdes. Adaptada da referéncia (7,8)

Enzima Funcao

Citocromo c-oxidase Transporte de eletrbes na cadeia respiratoria
mitocondrial

Proteina Lisina-6-oxidase Crosslinking do colagénio e da elastina

Dopamina beta- hidroxilase Producéo de norepinefrina a partir da dopamina

Sulfidril-Hidroxilase Crosslinking da queratina

Tirosinase Formacéo de melanina

Cu, Zn-Superdxido dismutase Defesa antioxidante: desintoxicagdo do radical
superdxido

Ceruloplasmina Ferroxidase; Transporte de cobre

Aminas oxidases Oxidacdo de aminas primarias
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Estas enzimas precisam da atividade redox do cobre para as imprescindiveis acdes bioldgicas,
envolvidas no crescimento, desenvolvimento e manutencdo dos varios sistemas do nosso

organismo. (9)

3.4. Distribuicdo nos tecidos e fluidos bioldgicos

O cobre pode ser encontrado em pequenas quantidades numa grande variedade de células e

tecidos, sendo o figado e o cérebro a apresentarem as maiores concentracdes. (9)

No sangue, 0 cobre encontra-se coordenado a diversas proteinas. A maior parte esta ligado a
Ceruloplasmina (Cp), Albumina e Transcupreina, sendo que estas duas ultimas apresentam
percentagens inferiores de ligacdo ao cobre. Percentagens ainda mais baixas de cobre estdo

ligadas a pequenos peptideos e aminoacidos. (5)

O teor de cobre no plasma é de 1 mg/L e pode variar até 1,5 mg/L. Geralmente, 0s niveis de
cobre nas mulheres apresentam-se superiores aos dos homens. Um caso interessante, prende-se
com o facto de que as mulheres quando estdo a tomar contracetivos orais ou na menopausa a
receber tratamento com  estrogénios  apresentarem  niveis mais elevados.(5)
A gravidez caracteriza-se como uma condi¢do em que a concentragdo de cobre apresenta um
aumento significativo. No corddo umbilical os niveis de cobre rondam os 400 npg/L.
O teor de cobre no leite materno € mais facilmente absorvido do que o cobre presente no leite

de animais, como o do leite de vaca. (5)

3.5. Farmacocinética

A Homeostase do cobre € rigorosamente controlada por um sistema complexo e competente de
transportadores de Cu e proteinas “chaperone” que estabelecem uma correta distribuicdo nos
diferentes compartimentos e nas diversas proteinas que requerem a sua presenca para
realizarem as suas funcbes. Quando ocorre uma interrupcéo nestes mecanismos homeostéaticos,

0 Cu tem tendéncia a acumular-se, tornando-se num potencial metal toxico. (3)
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O controlo dos niveis de cobre esta principalmente associado a 3 processos: Absorcdo,
Distribuicdo e Excrecdo. (10) Estes trés processos tém de ser mantidos com elevada preciséo.
(11)

A ligacdo de proteinas ao cobre diminui a probabilidade do Cu livre de participar em reac6es
redox. O cobre quando se encontra no estado livre, esta disponivel para catalisar um conjunto
de reagdes e iniciar danos oxidativos, perturbando eventos fisiol6gicos fundamentais. (3,9) A
Homeostase pode igualmente estar comprometida por outros fatores como através da ingestédo
de suplementos minerais e vitaminicos bem como pela acdo da glandula adrenal. Esta glandula
produz diversas hormonas que promovem a producao de Ceruloplasmina no figado, a principal
proteina de ligagdo ao cobre. Assim, uma disfuncdo hepética e uma deficiéncia na glandula

adrenal, vai facilitar a acumulacédo de cobre no organismo. (3)

Torna-se imprescindivel, um controlo rigoroso da Homeostase deste metal, fazendo com que a

sua acumulacdo e subsequente toxicidade, sejam relativamente raras. (3)

3.5.1 Absorcéo, Distribuicdo, Metabolizacdo e Excrecéao

O figado apresenta-se como o principal 6rgao envolvido na absorcdo, distribuicdo e excrecéo
do cobre. (3) Como ja houve oportunidade de salientar, a Homeostase do cobre é assegurada
por um grupo de proteinas que apresentam dominios de ligagcdo ao cobre, ricos em residuos de

cisteina, metionina ou histidina. (10)

A absorcéo do cobre vai depender de varios fatores como a sua forma quimica e a presenca de
outros elementos na dieta que podem facilitar ou dificultar o processo. (11) O pH intestinal é
considerado o fator mais relevante na absorcdo intestinal, facilitando a desagregacdo dos

complexos formados nos alimentos e a posterior libertagdo do Cu. (12)

A Glutationa (GSH) reduzida e alguns &cidos organicos como o &cido citrico e o acido lactico,
formam complexos com o cobre que sdo facilmente absorvidos. Por outro lado, alguns

elementos como o zinco, o ferro, o calcio e o fésforo podem afetar a sua absorcdo. (9)
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Esta absorcao vai ser executada por células que revestem o estbmago e o intestino delgado. (11)
O estdbmago absorve quantidades menores de Cu, contrariamente ao que acontece no intestino

delgado, onde aproximadamente 50% do cobre é absorvido. (3)

Um DNA complementar humano (cDNA) codifica uma determinada proteina transportadora
de cobre, a hCTR1, que vai permitir a sua difusdo através da mucosa que delimita a parede
intestinal. E uma proteina com elevada afinidade para o cobre, constituida por 190 aminoacidos.
Apresenta na sua constituicdo um dominio amino-terminal rico em residuos de metionina e
histidina. Expressa-se abundantemente no figado, coracdo e pancreas. Ja no que diz respeito ao
intestino, apresenta niveis intermediarios e manifesta-se ligeiramente no musculo e cérebro.
(11)

O transporte de cobre pelo epitélio intestinal inclui a sua passagem pelo citoplasma. Esta
movimentacdo € realizada pelas metalotioneinas (MTSs), cuja sintese é influenciada pelos
elevados niveis de cobre e estd dependente da ligacdo do zinco ao fator de transcricdo da
metalotioneina (MTF-1). Uma vez que o Cu apresenta maior afinidade para as MTs do que o
zinco, 0 aumento dos niveis de Cu vai proporcionar uma deslocacédo do zinco para se ligar ao
MTF-1, aumentando assim a expressao de genes que codificam para as MTs. (5,12) Estas
proteinas representam uma unidade essencial de incorporacdo do cobre, para impedir uma
possivel toxicidade induzida por este metal e assim prevenir o aparecimento de lesdes
oxidativas. Tornam-se no principal transportador de cobre entre o polo luminal e o polo basal

do enterdcito. (12)
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Figura 1: Absorcao dietética do cobre pelos enterdcitos no Iimen intestinal. Adaptada da
referéncia (12)
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Numa fase seguinte, o cobre entra na circulacdo sanguinea a partir da parede intestinal apos
intervencdo de uma proteina, a ATP7A, também conhecida como proteina de Menkes (MNK).
Esta proteina apresenta pouca expressdo no figado, evidenciando-se com maior percetibilidade
no masculo, rim e pulmdo. (11) Na sua estrutura, exibe uma regido de ligacdo ao ATP, uma vez
que a sua acao esta dependente de energia e de seis locais de ligacdo ao cobre, (12) que incluem
0 motivo de ligacdo, GMTCXXC. (10,11) Uma mutacdo no gene que codifica esta proteina,

representaria uma interrup¢ao na absorcdo intestinal de cobre. (13)

Na presenca de baixas concentracfes de cobre a proteina MNK situa-se na rede trans-golgi
(TGN), onde atua para libertar Cu para a via secretora. Um aumento nos niveis de Cu desloca
0 TGN para a membrana plasmaética, potenciando o efluxo de Cu para proteger a célula de
niveis eventualmente toxicos. Esta deslocalizacdo requer energia e é reversivel. Na circulacéo,
a Ceruloplasmina apresenta-se como a principal proteina que contém cobre na forma de Cuz+

seguida da Albumina, a proteina plasmatica mais abundante e da Transcupreina. (11,12)

Um evento que precede a absor¢ao de Cu pelos hepatdcitos é a sua redugdo de Cuz+ a Cu+ por
uma Redutase. (3,12) Este entra na célula do figado, pelo hCTR1, que como ja foi referido é
uma proteina localizada na membrana plasmatica servindo de transportador. (10)
O cobre absorvido pelo figado pode seguir trés vias: ser armazenado nos hepatécitos, secretado

no plasma ou excretado pela bilis. (9)

Dentro da célula, o Cu e distribuido em diferentes compartimentos, incluindo as mitocondrias,
o nlcleo e o citosol. (14) E libertado para moléculas especificas por vias complexas e
intensamente controladas. A maior fracdo de cobre encontra-se ligada a GSH, presente em
elevadas concentracdes. Este complexo Cu+-GSH vai desempenhar um papel de veiculo para

distribuir cobre a familia de proteinas intracelulares, as metalotioneinas. (10,13)
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Figura 2: Transporte do cobre no Hepatocito. Adaptada da referéncia (12)

A transferéncia de Cu para as diversas “cuproenzimas” (enzimas dependentes de Cu) e a sua
eliminacédo é realizada pelas “chaperone proteins” e pelas ATPases transportadoras de Cu.
(3,12) A proteina chaperone Atox-1, fornece Cu as ATPases, para um direcionamento do Cu
para a via secretora. A Cox-17 ¢ uma “chaperone protein mitocondrial”, tem um papel crucial
na funcgéo respiratdria, onde fornece ides cobre a citocromo c oxidase (COX), atuando assim na
distribuicéo de cobre nas mitocondrias. A CCS vai ser necessaria para a introducéo de cobre na
Cu, Zn-superoxido dismutase (SOD1), uma enzima que na auséncia de Cu apresenta-se com 0s

niveis normais, mas num estado inativo. (3,11,12)

O complexo de golgi incorpora as duas bombas de cobre, a ATP7A e ATP7B, encontradas na
rede trans-golgi. (3,5) ATP7B é uma enzima essencial para a excre¢do biliar de Cu e

incorporacdo deste na Ceruloplasmina para ser libertado na circulacdo sanguinea. (5)

Na presenca de altos niveis de cobre, ocorre uma deposicao de cobre na ATP7B pela Atox-1,
onde de seguida é inserido na Cp. Este excesso de Cu, vai mobilizar a ATP7B do TGN para um
compartimento po6s-golgi, onde vai ser inserido em vesiculas citosoélicas, protegendo assim a
célula dos niveis toxicos. (5,14) Pode também ocorrer uma mobilizacdo do TGN para o
lisossoma, onde é excretado para a bilis por exocitose. (14) Baixas concentracdes de Cu, fazem

com que a ATP7B seja reciclada de volta a rede trans-golgi. (5)

A Cp é uma proteina sintetizada principalmente no figado e que vai coordenar 7 4tomos de
cobre. (11) A ATP7B vai assim mediar a biossintese da Ceruloplasmina, incorporando o cobre
na Apoceruloplasmina (ApoCp) na via secretora. A Ceruloplasmina tem um papel importante

no metabolismo do ferro, em consequéncia de estar envolvida na oxidacdo do Fez2+ a Fes+. Uma
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diminuicdo dos niveis de ferro, pode levar a anemia, uma vez que menos ferro estara disponivel
para a sintese de hemoglobina. (5) A ATP7B localiza-se maioritariamente no figado, mas pode

ser expressa na grande maioria dos 6rgaos. (14)

Todas as moléculas de ATP7B apresentam um dominio de ligacdo ao ATP (dominio N), um
dominio de fosforilacdo (dominio P) e um dominio de fosfatase (dominio A). (5,14) A
funcionalidade desta proteina vai ser dependente de energia. A ligacdo do cobre a proteina vai
suscitar uma hidrolise do ATP, fornecendo energia para transportar o cobre do citosol para o
[Gmen. (14)

Assim como a ATP7A, a ATP7B exibe na regido N-terminal 6 dominios de ligacdo ao cobre
(MBDs), cada um exibindo um motivo de sequéncia repetitiva, GMXCXXC.
Cys-Pro-Cys, (CPC), é um motivo de sequéncia, situado no sexto dominio transmembranar,
preservado em todas as ATPases e é considerado um sitio de ligacdo ao cobre, auxiliando no

seu transporte. (14)

SEHPL é um motivo Unico de aminoacidos, residente no dominio N. Foi demonstrada uma
ligacdo entre a ocorréncia de uma mutacdo no motivo SEHPL e a Doenca de Wilson.
O dominio P apresenta 0 motivo de sequéncia DKTGT, essencial para a fosforilagdo do residuo
de acido aspartico deste mesmo motivo, fundamental para o transporte de cobre.

O dominio A possui um motivo de sequéncia, Thr-Gly-Glu (TGE). (14)
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Figura 3: Diagrama da ATP7B. Adaptada da referéncia (14)

A via de excrecdo pela bilis € a principal via de eliminagdo do cobre. E responsavel pela maior

percentagem de Cu que sai do figado e de seguida é excretado nas fezes. Tanto a perda de Cu
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pelo suor, como pela urina, representam percentagens inferiores, 50-100 mg/dia e 10-50 mg/dia

respetivamente. (9)

A absorcdo de cobre no cérebro, é controlada principalmente pela barreira hemato-encefalica
(BHE). As proteinas envolvidas no transporte de cobre como a Ctrl, a Atox-1 e a ATP7A,

demonstraram estar envolvidas no deslocamento de cobre através do plexo coroide. (5)

O Ctrl é considerado o principal intermediario na absorcdo de cobre nos tecidos periféricos.
(12) O cobre apresenta-se no cérebro como um ido livre. Algumas enzimas dependentes de
cobre, importantes para a funcdo neuroldgica, podem ser expressas. As metalotioneinas séo
encontradas nas celulas epiteliais do plexo coroide, servindo de armazenamento para o metal.
(%)

A placenta é considerada fundamental para o transporte de cobre para o feto durante a gravidez.
Caracteriza-se como um dos raros 6rgdos no corpo humano, que evidenciaa ATP7A e ATP7B.
A ATP7B mantém os niveis normais de cobre na placenta, transportando o excesso de cobre
para a 0 sangue materno. A ATP7A vai distribuir cobre as enzimas dependentes do mesmo.
Nas glandulas mamarias foram identificados trés transportadores de cobre, as duas ATPases,
ATP7A e ATP7B e a hCTR1. A necessidade de cobre por parte das glandulas mamarias é

reforgada durante a lactagdo. (12)

Na retina foram localizadas as duas ATPases do cobre. A retinopatia verificada na Doenca de
Wilson, relacionada com a deposicao anormal de cobre, pode resultar da perda de funcéo quer
da ATP7A e da ATP7B e da consequente desregulacdo dos niveis de cobre. (12)

O rim apresenta um papel relevante no metabolismo do cobre. A ATP7A e ATP7B localizam-
se em diferentes regibes do rim, sendo fundamentais para a regulacdo do Cu. A ATP7A
localiza-se no tabulo proximal e distal e ATP7B encontra-se na ansa de Henle. A Ctrl expressa-

se com niveis elevados no rim. (5,12)
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Figura 4: Proteinas envolvidas no transporte de cobre nos diferentes 6rgédos. Adaptada da
referéncia (12)

3.6. Toxicidade

Relativamente, a toxicidade do cobre hd que ter em consideracdo as alteracbes

neurodegenerativas e os disturbios hepaticos que dela provém. (3)

S30 varios os fatores implicados na sobrecarga de cobre. E exemplo disso a exposicio ao Cu
por acidente, fatores relacionados com o metabolismo, risco ocupacional e contaminacao
ambiental. Estes ultimos dois podem também implicar uma exposi¢do a outros metais e

produtos quimicos. (3)

Os efeitos da acumulacdo de Cu na Doenca de Wilson, séo tipicamente atribuidos a lesGes
causadas por radicais de oxigénio. O cobre pode sofrer reagdes oxidacdo-reducdo e promover
assim a formacdo de ROS com capacidade para alterar a estrutura e/ou fungdo de vérias
biomoléculas. E de realcar que a formagio destas espécies é favorecida pela presenca do ido
superoxido ou de agentes redutores como 0 &cido ascorbico e a GSH que vao ter a capacidade
de reduzir o Cuz+ a Cus+, 0 qual é capaz de formar radicais hidroxilo (OH-) a partir do perdxido
de hidrogénio (H202) atraves da reacao de Haber-Weiss.(3,9)
*Q2- + Cuz2+ > 02+ Cu+

Cu++H202 > Cuz2++OH-+OH-
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O radical hidroxilo é o mais poderoso radical oxidante. Tem a capacidade de reagir com
praticamente todas as moléculas bioldgicas. Vai iniciar o dano oxidativo através da formacao

de radicais lipidicos, quebra das cadeias de DNA e oxidacao de bases. (3,9)

A reacdo entre dois radicais, o Oxido nitrico e o superoxido, resulta na formacdo do
Peroxinitrito. Este € um poderoso radical citotdxico com capacidade para danificar proteinas e
lipidos, apresentando simultaneamente a capacidade para destruir a Ceruloplasmina levando a

libertacdo dos ides cobre. (3,9)

Os danos peroxidativos surgem ap6s se verificar uma acumulacdo de Cu. A peroxidagdo
lipidica ocorre pela reacdo entre radicais lipidicos e oxigénio, originando radicais perdxidos,
que podem deteriorar as células, provocando uma alteragdo na fluidez das membranas celulares
e atacar moléculas como as proteinas. (3) Esta peroxidacdo lipidica é verificada nas

mitocOndrias e nas membranas lisossomais dos hepatdcitos. (3,9)

Nos ratos, 0 aumento dos niveis de cobre mostrou originar uma diminui¢éo dos niveis de GSH
e de a-tocoferol, provocando uma forte presenca de produtos resultantes da peroxidacdo lipidica
mitocondrial, prejudicial a atividade da enzima citocromo ¢ oxidase e a respiracdo nas

mitocondrias hepaticas. (3)

O cobre provoca uma alteracdo no metabolismo do colesterol, uma vez que € um ativo
catalisador da oxidacao das LDL, uma lipoproteina de baixa densidade. Este favorece assim a

aterogénese, potenciando propriedades vasoconstritoras e pro-trombdticas. (3,9)

Uma alteracdo na expressdo genética é igualmente verificada. O cobre vai induzir algumas
proteinas como as metalotioneinas e a enzima catalase, esta ultima com capacidade para
provocar um aumento nas concentracdes de NAD+ e lactato. Estes dois produtos vao ser
consistentes com alteracGes no metabolismo anaerébico e na expressao genética. (3,15) O cobre
pode induzir apoptose, potenciando ativacio da Esfingomielinase Acida (Asm) e a libertagdo
de Ceramida, um sinal apoptotico abundante na bicamada lipidica. Alteracdes neste processo
de morte celular programada véo ser determinantes para a hepatotoxicidade e neurotoxicidade

induzidas pelo cobre. (3)
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A distribuicdo hepatica de cobre encontra-se alterada. A incorporacdo de cobre nas proteinas
que requerem o metal para as suas atividades, fica comprometida devido a um transporte
inadequado. Este transporte desajustado, conduz a um aumento do nivel de cobre no figado, de
que resulta uma saida deste para fora do figado alcangando o sangue e outros tecidos, como o
cérebro. (15) Todos estes danos, vao dificultar e limitar os sistemas antioxidantes presentes,
promovendo assim o desenvolvimento de doencas como a diabetes, aterosclerose, doengas

cardiovasculares e alteracdes neurologicas. (3)

Os complexos formados entre um metal e uma proteina desempenham vérias fungbes na
Homeostase dos metais. Esses complexos representam uma forma de reservatorio temporario,
auxiliando no transporte de metais essenciais e podem desempenhar um papel de

desintoxicacéo, limitando 0 excesso de metal livre.(15)
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4. Doenca de Wilson

Enfatizando mais aprofundadamente a Doenca de Wilson, conclui-se que é uma doenca
autossOmica recessiva caracterizada por um erro no metabolismo do cobre. Esse erro é causado
por uma mutacao no gene ATP7B que é responsavel por codificar a proteina transportadora de
cobre. (16) Tal circunstancia, origina uma acumulacdo do metal em varios 6rgdos, como o
figado, cérebro, rins e sistema esquelético, (17) provocando diversas manifestacdes, que podem
abranger disturbios hepaticos, neuroldgicos, psiquiatricos, oftdlmicos e outros menos comuns.
Kinnier Wilson, em 1912, foi o primeiro a publicar um artigo com informacéo detalhada dos
pormenores clinicos e patoldgicos da DW, contudo o primeiro paciente com DW, foi apenas
diagnosticado em 1968. (17,18)

A prevaléncia da doenca em todo 0 mundo ¢ de sensivelmente 1 em 30.000 habitantes. (8,14)
A prevaléncia na China é superior em comparacdo com os paises do Ocidente, (19) com a
populacdo europeia a apresentar uma prevaléncia a oscilar entre 12 e 29 por 100.000 e os paises
asiaticos entre 33 e 68 por 100.000. (17) Prevé-se que existam cerca de 600 casos da DW nos
Estados Unidos da América (EUA) com 1% da populagdo a ser caracterizada como portadora
da doenca. (18)

Como anteriormente elucidado, a DW € causada por uma mutacdo no gene ATP7B localizado
no cromossoma 13, levando a deposicdo anormal de cobre. (16) Foram identificadas mais de
500 mutagdes (20), sendo que destas, 380 foram confirmadas como estando relacionadas com
a patogenese da doenca.(21) Estas mutacbes podem surgir em qualquer parte do gene,
abrangendo exdes, intrdes e algumas regides promotoras. (14) As muta¢es mais frequentes no
gene ATP7B sdo as “missense”, porém outras podem ser frequentemente encontradas como as
designadas de pequenas dele¢cbes ou inser¢Ges, mutacdes de substituicdo incluindo as

“nonsense” e mutagdes apelidadas de “splice junction”. (18,20)

As mutagdes “nonsense” e “frameshit” estdo associadas a um inicio precoce dos sintomas e a
um fen6tipo mais grave da doenca. (12,18) A mutacdo H1069Q é a mais comum nos Estados
Unidos da América e nos povos Europeus, estando relacionada com um inicio tardio dos
sintomas e a um distdrbio menos severo da doenca. J& a mutacdo R778L afeta principalmente

a populagdo Asiatica. (18)
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Tabela 3: Muta¢des no ATP7B comuns em diferentes populacdes. Adaptada da referéncia

(20)
Alteracio nucleétido Alteracéo de 8 Outras mutagdes

do DNA aminodcidos proteicos Exdo  Frequéncia comuns

Leste Asidtico  2333G—T Arg778Leu 8 30-50% 2871delC

Europa 3207C—A His1069GIn 14 35-45% 2299insG
1934T-G
: fndia 813(—A Cys271Stop 2 ~20% 3305T—C
2975C-T

Meédio Oriente  4196A—G GIn1399Arg 21 ~30%

A enorme variabilidade no nimero de mutagdes dificultou a elaboragcdo de uma associacdo
entre um padrdo genotipo-fenotipo percetivel e claro. (22) Algumas davidas ainda subsistem se
a enorme variabilidade de manifestacdes clinicas e a idade de inicio dos sintomas, se encontra
relacionada com as inimeras mutacdes identificadas. Pacientes com a mesma mutacéo,
demonstram elevada variabilidade na idade de inicio os sintomas e na apresentacdo das

manifestacdes, propondo a existéncia e participacao de outros elementos determinantes. (18)

Como ja foi referido anteriormente, a presenca da ATP7B defeituosa ndo permite a realizacéo
das suas funcbes corretamente, existindo uma incorporacdo imperfeita de cobre na
Apoceruloplasmina o que origina um défice de Ceruloplasmina. A acumulacdo de cobre nas
células do figado comeca a intensificar-se comprometendo a funcdo hepatica, até que a
capacidade deste para armazenar cobre é excedida, incentivando uma deposi¢do anormal de
cobre noutros tecidos e 6rgéos. (18) O aumento dos niveis de cobre nos diferentes espacos vai
originar reacdes bioquimicas nocivas, produzindo diversos radicais livres, com competéncia
para causar danos provocados por exemplo pelo stress oxidativo, lesando a estrutura e

integridade das mitocondrias. (12)

Alguns indicios mostram também, que na DW ocorre uma diminuicéo das proteinas inibidoras
da apoptose (IAPs), induzida pela elevagdo do cobre, verificando-se uma intensificacéo da

apoptose iniciada pela caspase 3 0 que provoca a morte celular. (18)

4.1. Manifestacdes clinicas
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A DW ¢ uma patologia que pode estar presente em qualquer idade e ndo apenas em criangas e
adultos jovens. (21) Estudos demonstraram que a doenca pode manifestar-se e tornar-se

sintomatica em qualquer faixa etaria. (23)

4.1.1. Manifestacdes hepaticas

Na DW podem ser encontrados diferentes perfis de doenca hepatica. (21) As alteracdes
hepaticas expdem-se por volta dos onze anos de idade. Embora a presenca destes sintomas seja
rara antes dos cinco anos de idade, sintomas hepéticos ja foram diagnosticados antes dos dois
anos de idade. Ap6s 0s 40 anos de idade estas manifestagdes sdo raras. Os sintomas hepaticos
sdo a manifestacdo clinica inicial em quase 50% das pessoas com DW. (18) Podem anteceder
0s sintomas neurolégicos em até 10 anos e na maioria dos casos, 0s doentes com alteraces
neuroldgicas, apresentam um determinado nivel de transformacao hepética. (21) Os sintomas
hepéticos podem variar desde hepatite aguda, que representa os sintomas em 25% dos doentes
quando as manifestacdes hepaticas espelham o inicio da doenga, a hepatite cronica, cirrose e
até mesmo insuficiéncia hepatica fulminante. (8,18) A hepatite aguda pode ser confundida com
hepatite viral, mas um aumento da bilirrubina ndo conjugada ou a presen¢a de uma anemia
hemolitica, conduzem para uma suspeita de DW. (18) Ja a cirrose manifesta-se discretamente,
desenvolvendo-se ao longo da doenca e é umas das manifestacGes mais comuns na DW, se ndo
a mais comum. (18,24) A insuficiéncia hepatica fulminante pode ser reconhecida em cerca de
3% dos casos de insuficiéncia hepatica aguda. (24) Algumas enzimas hepaticas apresentam-se
aumentadas, devido a um aumento reservado e assintoméatico do figado e bago. (18,25) A
grande maioria dos sintomas ndo séo suficientemente especificos e encontram-se associados a
diversas doencas. Algumas manifestacdes reveladas como a ascite, ictericia, hematémese e

melena sdo causados pela hipertensdo portal. (25)

4.1.2. Manifestagdes neuroldgicas

As alteracdes neuroldgicas apresentam-se como a manifestacdo de apresentacdo da DW em 40-
50% dos casos. (18,24) A idade de expressdo destes sintomas é mais avancada, contrastando
com aqueles doentes que sé apresentam manifestacdes hepaticas, dado que a idade de
apresentacao aproxima-se dos 18 anos, ainda que alguns casos de doentes com apenas 6 anos
de idade tenham sido identificados. (18,24)
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O comprometimento neuroldgico expressa-se de maneira muito subtil. (25) As manifestacdes
sdo intervaladas, pouco consistentes e desenvolvem-se precipitadamente. Tornam-se dificeis de
classificar, visto que um doente expde mais do que uma alteracdo com diferentes graus de
expressividade. Estes desequilibrios neurolégicos dividem-se em Sindrome acinética-rigida
semelhante a doenca de Parkinson, Pseudoesclerose dominada por tremores, Ataxia, Sindrome
Distonica. (21) O tremor € a alteracdo neuroldgica mais frequente na DW. Categoriza-se em
trés tipos: Tremor de repouso, postural e cinético. Quando o tremor atinge os membros
superiores, assemelha-se a um “bater de asas”, denominando-se como tal. (18) A disartria,
representa um sinal das irregularidades motoras que abrangem a regido craniana e sdo
extraordinariamente comuns. (21) A distonia, identificada em cerca de 40% dos casos,
compreende a lingua, face e faringe, produzindo salivacao excessiva e alteragdes na expressdo
facial. (18) Tambeém foram observadas alteracGes na fala e perturbacdes na marcha. (18,21)
Cefaleias e convulsbes podem surgir como o sintoma neurologico inicial em 10% dos doentes.
(18) Muitos dos sintomas neuroldgicos podem ser atribuidos a farmacos antipsicéticos,

prescritos para uma determinada condigéo psicologica. (25)
4.1.3. ManifestacOes psiquiatricas

As principais caracteristicas da DW podem-se incluir os distirbios psiquiatricos.
Aproximadamente 1/3 dos doentes apresenta alteragdes psiquiatricas antes de exibir outros
sintomas neuroldgicos ou hepaticos. (21) Assim como nos sintomas neurolégicos, o diagndstico
é desafiante. As manifestagdes psiquiatricas sdo pouco especificas e podem incluir episodios
de depressdo ou até mesmo episodios psicoticos agudos. (26,27) Esta inespecificidade das
caracteristicas psiquiatricas, adverte para que a DW ndo seja completamente excluida nos
jovens que apresentam disfuncbes psiquiatricas. (18) A manifestacdo psiquiatrica mais
recorrente na DW ¢é a alteracdo de humor, o que engloba as alteracdes comportamentais e as
alteracOes de personalidade. Agressividade e comportamento anti-social sdo alguns dos
disturbios relacionados com a mudanca de comportamento. (26) Foi relatado que 16% dos

pacientes com episodios de depressdo, apresentaram tentativas de suicidio. (18)
4.1.4. Manifestagdes oftalmologicas

Os anéis de Kayser-Fleischer (KF) foram relatados previamente a descricdo da Doenca de

Wilson por Kayser e Fleischer numa publicacdo em 1912. (18) A sua presenca representa a
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principal caracteristica clinica da DW, exibindo-se em 95% dos pacientes com sintomas
neuroldgicos. (21) Relevante serd dizer que estes anéis ndo sdo exclusivos da DW, uma vez que
ja foram identificados em pacientes com outras doencas, principalmente em doencas hépato-
biliares, onde uma deposicao de cobre excessiva também pode ser documentada. (21,28) Estes
anéis exibem-se como alteracdes pigmentadas, formadas a partir da deposicao de granulos de
cobre na cornea do olho. Contudo, os granulos s6 se formam na membrana de Descemet.
(18,28) Os granulos formados apresentam diferentes formas e tamanhos e estéo relacionados
com o tempo de evolucdo da doenca. Dividem-se em quatro estagios, conforme o grau de
comprometimento da cérnea: 0- sem anel corneano identificavel, 1- presenca de anel apenas no
polo superior, 2- presenca de anel no polo superior e inferior e 3- anel por toda a area da cérnea.
(28)

Estes anéis expBem-se de modo bilateral e simétrico, mas casos em que 0S anéis se
apresentavam unilateralmente ja foram relatados. Curiosamente, o nome que lhes foi atribuido,

refere-se a cor “dourada-acastanhada” que os caracteriza apos formagao dos complexos. (18,28)

Figura 5: Presenca de anel pigmentado na periferia corneana demonstrando um Anel de
Kayser-Fleischer (28)

Outra manifestacdo viavel de acontecer na DW séo as Cataratas em girassol. Tal caracteristica
manifesta-se em apenas 17% dos doentes com DW e consiste num anel na regido pupilar do
cristalino que adquire uma forma e cor semelhante as pétalas de um girassol. A sua formacao é

causada pelo deposito de cobre no cristalino. (18,28)

4.1.5. Outras manifestacoes

Para além do figado e do cérebro, o cobre em niveis elevados e toxicos tem a capacidade de se
movimentar para diferentes regides do corpo e provocar assim danos que originam diversos
sintomas. A anemia hemolitica pode apresentar-se como manifestacdo inicial da DW em até

15% dos casos. (18) Diversos pacientes ja foram diagnosticados com picos de hemdlise ao
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mesmo tempo que apresentavam niveis elevados de cobre, levantando suspeitas de que apds
ocorrer acumulacdo do cobre, este € suficientemente eficaz para se movimentar até a corrente
sanguinea e exercer um dano oxidativo nos eritrécitos, diminuindo o seu tempo de vida. (29)
Apesar de serem manifestacbes pouco reconhecidas em casos de DW, comprometimentos
6sseos e articulares podem vir a desenrolar-se, com a osteoporose a representar a manifestacédo
mais comum. Na presenca desta patologia, os pacientes expressam uma densidade mineral
0ssea inferior ao normal, ficando assim sujeitos a sofrer mais fraturas espontaneas. (18,30) No
que diz respeito a alteracdes da pele, alguma hiperpigmentacdo pode ser visivel em determinada
zona da perna. Desequilibrios na menstruacdo, presenca de ginecomastia, atraso no inicio da
puberdade e o aparecimento de algumas intolerancias podem ser igualmente identificadas na
DW. (18)

4.2. Diagnéstico

O Diagnostico da DW baseia-se nas caracteristicas clinicas, nos parametros bioquimicos, na
presenca do j& referenciado, anel de Kayser-Fleischer e num sistema de pontuacao estabelecido

recentemente para o diagnostico. (25)

As orientacGes para o diagndstico foram aprovadas pela Associagdo Americana para o estudo
das doencas hepaticas (AASLD) em 2008. (8) Um sistema de pontuacdo criado numa
conferéncia em Leipzig para auxiliar no diagndstico da DW, dividiu os pacientes em 3
categorias: aqueles onde outro diagnéstico deve ser considerado, aqueles onde testes de
diagnoéstico adicionais sdo necessarios e por fim aqueles em que a DW esta provavelmente
presente. (31) Os niveis séricos de cobre e Cp, as elevadas concentragdes de cobre no figado e
a excre¢do de cobre na urina sdo algumas das referéncias que vao ajudar no diagnostico da
doenca. As manifestacGes clinicas da DW sdo de caracter variavel e pouco exclusivas, o que
torna o diagndstico precoce um desafio. O tempo entre o inicio dos sintomas e o diagndstico
pode ser de 6 meses para 0s pacientes que apresentam sintomas hepéticos e 18 meses para

aqueles com sintomas neuroldgicos. (8)

4.2.1. Determinacdo da Cp sérica
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Como foi referido anteriormente, a Cp é uma proteina transportadora de cobre que tem a
capacidade para coordenar 6 atomos de cobre, intitulando-se de Holoceruloplasmina. (22) Em
pessoas isentas da doenca, 0s niveis apresentam-se baixos nos primeiros meses de vida,
evoluindo para valores mais altos nos anos de infancia antes de apresentarem uma nova
diminuicdo dos valores na fase adulta. A Cp é descrita como um reagente de fase aguda que
apresenta uma propriedade de 6xido nitrico oxidase dependente de cobre, cujos niveis podem
ser medidos por métodos enzimaticos mediante a sua atividade em relacdo a determinados
substratos. Ensaios imunolédgicos também podem ser utilizados, como o radioimunoensaio e a
imunodifusdo radial. (22) Em doentes que manifestam sintomas neuroldgicos, os niveis de Cp
costumam estar 5 a 15% abaixo da faixa normal. Ja nos que apresentam doenca hepatica, 0s

niveis de Cp podem apresentar-se numa faixa normal. (21,22)

Uma diminuicdo da Cp no sangue levanta suspeitas de DW, mas nao € suficiente por si s6. Na
grande maioria dos casos é usada em conjunto com outras analises visto que também pode
apresentar niveis reduzidos em outras patologias, como sindromes de ma absor¢ao ou presenca
de doenca hepatica terminal e niveis aumentados numa inflamagéo aguda e em estados onde ha
uma estimulacdo da producdo de estrogénios como na gravidez e na suplementacdo de

estrogénio. (22)

4.2.2. Determinacdo de cobre sérico e cobre livre

Os niveis sericos de cobre que traduzem o cobre sérico total, isto é, o ligado e o néo ligado a
Cp ndo representam grande valor para o diagnéstico. O cobre que se encontra ligado a Cp
representa 90% do cobre total no sangue. Sendo assim, uma diminui¢do dos niveis de Cp
pressupde uma reducdo desse cobre. Ja niveis aumentados de cobre apesar da diminuicédo de
Cp, retratam o cobre livre ou ndo ligado a Cp e estes sim, apresentam valores elevados na DW.
(18,22)

4.2.3. Determinacdo da excregao de cobre na urina

A medicdo do cobre urinario de 24 horas é um parametro util para o diagnostico da doenca e
monitorizacdo do tratamento instituido. Os niveis de cobre na urina em pacientes com DW
ultrapassam os 100 pg/dia. Os portadores heterozigoticos da Doenca de Wilson podem ter

niveis ligeiramente elevados, mas nunca acima dos 100 ug /dia. No entanto, a excre¢do de cobre
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urinaria pode sobrepor-se a outras doencas como a hepatite autoimune, a insuficiéncia hepatica

aguda e a doenca hepaética cronica. (18,22)

4.2.4. Lampada de Fenda

A presenca de anéis de KF em doentes com DW é uma ferramenta fulcral para o diagnostico,
Visto que, 0s anéis estdo inquestionavelmente presentes em todos os doentes com manifestacdes
neuroldgicas e psiquiatricas. Contudo, a auséncia destes anéis ja foi referida em pacientes com
sintomas neuropsiquiatricos na DW. (18) A detecdo destes anéis € realizada usando uma
lampada de fenda e requer vasta experiéncia do oftalmologista. (17,18) Este exame também

pode detetar as cataratas em girassol, resultantes do depoésito de cobre no cristalino. (32)

4.2.5. Determinacdo dos niveis de cobre hepatico

A determinacdo de cobre no figado por meio de bidpsia hepatica, é considerada um dos poucos
ou até mesmo o unico teste que distingue e caracteriza com precisdo a Doenga de Wilson de
outras doencas hepaticas. A concentracdo de cobre encontra-se elevada na generalidade dos
individuos com DW. A avaliacéo é beneficiada com um tamanho de amostra de pelo menos 1
cm de comprimento. Uma medi¢ao de cobre hepatico superior a 250 pg/g de peso seco, constitui
um claro diagnostico para a Doenca de Wilson. Ja uma concentragao inferior a 50 ug/g de peso
seco, é til para excluir qualquer suspeita de DW. Em pacientes com sintomas neurologicos e
psiquiatricos, este método ndo é habitualmente usado uma vez que outros exames permitem o
diagnostico, estando assim reservado para situacGes onde esses mesmos exames nao tenham

fornecido um diagnostico conclusivo. (18,22)

4.2.6. Neuro-imagiologia

A introducéo da ressonancia magnética (RM) como exame complementar no diagnéstico a DW,
permitiu estabelecer e compreender as relacfes patoldgicas e anatdmicas das manifestacbes da
doenca. (17) Cerca de 100% dos individuos com sintomas neurolégicos na DW, evidenciaram
alteracGes atipicas na RM. (18) A RM pode auxiliar no diagndstico, prognostico e

monitorizacao da terapia aplicada na doencga. (17)

4.2.7. Testes genéticos
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Os testes genéticos, sdo testes que detetam mutacGes no gene ATP7B. Apesar destes testes
serem limitados e insuficientes para sentenciar um diagndéstico conclusivo, uma vez que existem
mais de 500 mutacbes no gene ATP7B e a grande maioria dos pacientes apresentar duas
mutacOes diferentes (21,22), estes tornaram-se cada vez mais Uteis no diagnostico da doenca,
devido a constante evolucédo das técnicas utilizadas. (20) Os testes genéticos apenas conseguem
confirmar o diagnostico de DW se as duas mutacBes responsaveis pela doenca forem
identificadas. (32) Quando um caso de DW ¢ detetado, os familiares de primeiro grau devem
realizar diversos exames de diagnostico, incluindo a determinacdo sérica de cobre e de
Ceruloplasmina, testes de funcdo hepatica, o exame de lampada de fenda e a analise urinaria de
cobre. Em determinados casos, uma bidpsia ao figado pode tornar-se Gtil para determinar o teor
de cobre presente. A probabilidade de detetar irmdos homozigoticos ndo ultrapassa os 25%.
(22)

4.2.8. Biopsia do figado

A bidpsia hepatica pode ser um complemento Gtil no diagnéstico da DW nos casos em que tanto
0s sinais clinicos como os testes ndo invasivos ndo foram conclusivos. As alteragdes
histoldgicas do figado numa fase inicial incluem esteatose leve, nucleos glicogenados nos
hepatdcitos e necrose hepatocelular focal. J& numa fase mais tardia, a distribuicdo inapropriada

de cobre no figado pode levar a uma subestimacdo. (21,22)

4.3. Prognostico

A DW quando ndo convenientemente tratada apresenta um desfecho fatal, (25) reforcando a
ideia de que um diagnostico prévio e um tratamento adequado e imediato sdo pontos fulcrais
nesta doenca. (22) Pacientes diagnosticados com DW, necessitam de intervencao terapéutica
para toda a vida, uma vez que a suspensdo da mesma pode levar a morte num curto espacgo de
tempo. (25,27)

Um progndstico concreto e justificavel vai depender da gravidade das complicacGes
decorrentes da doenca hepatica, dos problemas neuroldgicos que vao progredindo ao longo do

tempo e da ades&o a terapéutica. (21,25)

Doentes que apresentam sintomas neuroldgicos, apresentam um prognostico mais favoravel,

principalmente nos casos onde h& doenca hepética limitada. No entanto, estas manifestacoes
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neuroldgicas sdo parcialmente reversiveis, podendo até piorar apos o inicio do tratamento. Foi
desenvolvido um sistema de pontuacéo para o prognostico da DW, modificado posteriormente
por Dhawan et al, de acordo com o qual uma pontuacdo superior a 11 requer indiscutivelmente

que seja efetuado um transplante hepético (21)

4.4, Tratamento

O grande objetivo terapéutico na DW é remover o0 excesso de cobre do organismo e assim
produzir um balango negativo de cobre, impedindo a sua acumulagdo. A terapéutica
estabelecida vai depender de diversos fatores tais como a gravidade dos sintomas, a

possibilidade de gravidez e se estamos na presenca de manifestacdes hepaticas ou neurolégicas.

(8)

O uso de agentes quelantes para eliminar o excesso de metal livre presente no cérebro ou
noutras areas do corpo, esta a ganhar cada vez mais preponderancia e a caracterizar-se como
uma terapéutica promissora. (33) A D-Penicilamina, Trietilenotetramina (trien),
Tetratiomolibdato de Aménio (TTM) incluem-se nos medicamentos disponiveis para esta
terapéutica. Outra estratégia baseia-se na reducao da absorcdo de cobre através do uso de Sais
de Zinco (22)
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D-Penicilamina Trietilenotetramina Tetratiomolibdato

Figura 6: Estrutura quimica dos agentes quelantes utilizados no tratamento da Doenca de

Wilson. Adaptada da referéncia (10)

A monitorizacao da terapéutica, realizada através da medicao dos niveis de cobre sérico livre e
da sua excrecdo na urina, (25) é um ponto chave para confirmar melhorias clinicas ou uma

possivel ndo-adesao da terapéutica pelo doente. (22)
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4.4.1. D-Penicilamina

A D-Penicilamina foi introduzida por Walshe e afirma-se como a terapia padréo para o
tratamento da DW. (34) E um produto da degradacio da Penicilina apresentando um grupo
sulfidrilo livre. A D-Penicilamina também tem capacidade para promover a sintese de MT,
favorecendo assim a captacdo de cobre livre. (22) A dose recomendada tanto para adultos como
para criangas é de 250 mg quatro vezes por dia. Uma vez que a absor¢do da D-Penicilamina é
reduzida na presenca de alimentos, é aconselhavel que a toma desta seja feita 30 minutos antes
ou 2 horas apdés as refeicbes. (34) O principal objetivo da terapéutica com D-Penicilamina é
aumentar a excrecdo urinaria de cobre e a monitorizacdo deste tratamento deve ser feita
continuamente para avaliar os efeitos colaterais. Nos primeiros meses o paciente deve ser
monitorizado semanalmente. Se nenhuma complicacao for detetada nos primeiros 2 ou 3 meses,
0 acompanhamento pode passar a ser realizado mensalmente no primeiro ano e a cada 3 meses
nos anos seguintes. (34) Parametros bioquimicos, hematoldgicos e urinarios incluem-se no
grupo das referéncias que requerem monotorizag¢ao durante o tratamento. (25,34) Em pacientes
com sintomas hepaticos, uma melhoria clinica do doente € verificada nos primeiros 2 a 6 meses.
A interrupgdo da terapia pode levar a um desenvolvimento significativo da doenca hepatica.
(21)

Pacientes com sintomas neuroldgicos, apresentam um desenvolvimento positivo dos sintomas
mais lento, podendo ser apenas reconhecido trés anos apos o inicio da terapéutica. (21) Estes
pacientes podem apresentar diferentes respostas ao tratamento. Um dos casos é o doente
apresentar uma melhoria significativa nos primeiros meses e permanecer apenas com algumas
limitacGes neuroldgicas leves. Outro caso, € o doente ndo alterar com relevancia o seu perfil
clinico, apresentando melhorias em alguns sintomas. Num dltimo caso, os sintomas
neuroldgicos do paciente pioram apds instituicdo da terapia com Penicilamina, traduzindo-se
uma sindrome de agravamento neuroldgico, ja referenciada ha algum tempo mas que apenas
alertou os especialistas recentemente. (34) Algumas hipoteses para reverter este agravamento
neuroldgico passam pela suspensdo total da terapéutica, a sua reintroducdo em doses menores
as habituais e uma monitorizacdo constante do cobre na urina. (25,34) O grande objetivo da
manutencédo a longo prazo da terapia com D-Penicilamina é impedir que haja uma elevagdo do
cobre no organismo, um controlo rigoroso em relacédo a toxicidade do cobre e a recorréncia dos
sintomas. Torna-se imprescindivel atingir um balanco dos niveis de cobre e monitorizar o seu

metabolismo. O balanco do cobre deve ser efetuado através de uma analise do cobre nas fezes
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e na urina. (34) Os efeitos adversos da D-Penicilamina encontram-se em quase 20% dos
pacientes e podem ocorrer tanto no inicio do tratamento como numa fase final. A D-
Penicilamina esta associada a muitos efeitos secundarios como febre, defeitos na pele como
erupcdo cutanea e complicagdes articulares, fazendo com que o testemunho do doente sobre
todos os sintomas que eventualmente tenha sentido se torne num pormenor relevante. (8,34) As
reacOes de hipersensibilidade podem ser revertidas pela utilizacdo de uma terapéutica
alternativa como a Trietilenotetramina ou os Sais de Zinco, interrupcao da terapéutica até que
a reacdo hipersensivel desapareca e o restabelecimento da terapéutica com doses mais baixas,
com aumento gradual da dose por um periodo de tempo longo. (25,34) Algumas reagdes
manifestam-se tardiamente como a nefrotoxicidade, revelada pela presenca de proteinas na
urina, sindrome semelhante ao lupus e sindrome de Goodpasture. Nestes casos a suspensdo da

Penicilamina é vital. (21)

4.4.2. Trietilenotetramina (trien)

A terapia com o agente quelante Trietilenotetramina na DW foi aprovada em 1986. (34) A trien
atua igualmente no aumento da excregédo urinaria de cobre e foi explorada como uma terapia
alternativa a Penicilamina. (13) Pequenas quantidades de ferro e zinco podem ser excretadas

juntamente com a trien, apesar de em menor quantidade. (8)

A dose inicial recomendada em adultos € de 1,0 g/dia em doses divididas, ja em crian¢as com
menos de 10 anos de idade, a dose aconselhavel é de 0,5 g/dia igualmente em doses repartidas

e com um espagamento entre a toma e as refeigcoes. (34)

Algumas das reagOes adversas verificadas na terapéutica com Penicilamina s&o igualmente
verificadas com a trien, tal como o IUpus eritematoso sistémico ou a elastose perfurante, (25)
mesmo assim, é considerada menos toxica e igualmente eficaz, razdes que fazem com que seja
a terapia escolhida em pacientes intolerantes a D-Penicilamina e com um quadro de sintomas

neurolégicos agravados. (8,22)
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Figura 7: Reacdo quimica da quelacgdo entre a Trietilenotetramina e o ido Cuz+. Adaptada
da referéncia (8)

4.4.3. Tetratiomolibdato (TTM)

O Tetratiomolibdato é um farmaco desenvolvido nomeadamente para doentes com DW
neuroldgica e apresenta um mecanismo de acao particular. (8) Foi testado pela primeira vez na
DW em 1984. (18) O TTM tem um duplo mecanismo de agdo. Quando administrado com os
alimentos, o TTM forma um complexo com o cobre e com uma proteina, mais precisamente a
albumina, impedindo a sua absorcdo no trato gastrointestinal. Se for administrado entre as
refeicdes, é facilmente absorvido na corrente sanguinea e complexa com o cobre sérico livre,
impedindo-o assim de estar disponivel para exercer a sua toxicidade a nivel celular. (8,22) Em
virtude deste duplo caracter, a dose de 20 mg recomendada é administrada seis vezes por dia,
trés vezes durante as refei¢Oes e as restantes trés, entre as refeicdes. (18) A sua utilizacdo tem
sido defendida devido ao seu perfil toxico ser relativamente baixo. (25) Pressupbe-se que, ao
contrario do que acontece na terapéutica com a Penicilamina e a trien, em que um pico nos
niveis de cobre pode ser observado ap6s o inicio do tratamento, levando assim ao agravamento
dos sintomas neuroldgicos, no tratamento com o TTM esse maximo ndo é observado, razéo
pela qual a degeneracdo neuroldgica ndo € tdo acentuada, sendo apenas verificada em 4% dos
pacientes. (8,18) Apesar de apresentar um perfil toxico inferior em relacdo aos outros agentes
quelantes, ndo esta isento de originar algumas reacdes adversas. Entre elas incluem-se, uma
supressdo da medula 0ssea, j& que esta exige a presenca de um determinado nivel de cobre para
a proliferagdo celular, 0 aumento das enzimas hepaticas, como as aminotransferases, devido a
mobilizacdo de cobre do figado e uma potencial disfuncdo neuroldgica resultante de uma

reducdo excessiva de cobre. (21,33)

A finalidade da terapéutica com TTM néo se identifica como uma terapia de longa duracéo,
mas sim apenas por um periodo de 8 semanas, utilizando-se de seguida, 0s Sais de Zinco como

terapia de manutencdo. (18) O TTM néo se encontra ainda comercialmente disponivel, no

39



entanto a sua aprovacdo parece estar proxima. Novos estudos tém de ser desenvolvidos para

avaliar a sua eficacia e seguranca. (8,18,25)

Cu ~ Mo Cu
s Mo S + Cu® . S S
~Cu 7
S >
Tetratiomolibdato Complexo Tetratiomolibdato-cobre

Figura 8: Reacdo quimica de quelacéo do Tetratiomolibdato e 0 ido Cuz+.
Adaptada da referéncia (8)

4.4.4. Sais de zinco

A administracdo de Zinco (na forma de acetato, sulfato ou gluconato) € uma alternativa a
terapéutica por quelacdo. Foi inicialmente proposto em 1962 e, desde ai tem vindo a assumir
um papel importante no tratamento da DW. (22) Apresenta um mecanismo de acdo
completamente diferente do da Penicilamina e da trien. Os Sais de Zinco inibem a absorgéo de
cobre pelo trato gastrointestinal, processo efetuado pela inducdo da metalotioneina enterdcita,
uma proteina rica em residuos de cisteina com elevada afinidade para o cobre, que atua como
agente quelante para este e outros metais, inibindo a sua entrada na circulacdo portal. Esta
possibilita uma eliminacdo do metal pelo contetdo fecal e origina um balanco negativo do
cobre. (22,34,35)

Para além de induzirem esta metalotioneina, os Sais de Zinco também podem auxiliar na defesa
do figado contra a toxicidade do cobre ao induzir outra metalotioneina, a metalotioneina
hepatocelular, formando esta um complexo ndo toxico com o cobre. (8,22) Como ja foi
anteriormente referido, os Sais de Zinco sdo o0 agente de eleicdo quando se trata de adotar uma
terapéutica de manutencdo, (22) no entanto, ndo representa a escolha ideal para uma terapia
inicial e Unica, ja que se caracteriza por apresentar um mecanismo de acao lento, necessitando
de 4-6 meses para controlar os niveis elevados de cobre, periodo durante o qual a doenca pode
evoluir. (33) A monoterapia com Sais de Zinco requer um cuidado especial em pacientes que
apresentam doenca hepatica de Wilson, dado que ja foram relatados casos de deterioracédo
hepética apds o inicio de uma terapéutica unicamente com Zinco, permanecendo ainda como

uma monoterapia discutivel e duvidosa. (21) Apesar disso, este elemento tem sido utilizado
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como terapéutica de primeira linha em doentes assintomaticos ou pré-sintomaticos. A
combinacdo de Sais de Zinco com agentes quelantes como a D-Penicilamina e a

Trietilenotetramina tem vindo a ser desenvolvida. (22)

A dosagem recomendada é de 50 mg de Zinco, trés vezes por dia, apesar da dose de 25 mg ter-
se mostrado eficaz. (18,34) E recomendavel que a toma desta medicagio fora do periodo das
refeicdes, uma vez que os alimentos podem interferir na absorcdo. (21) A monitorizagdo do
tratamento com Zinco é feita com base numa avaliacdo do perfil clinico e bioquimico e pela
medig&o da excrecdo urinaria de cobre em 24 horas. A excrecdo urinaria de Zinco também pode
ser medida rotineiramente para verificar uma conformidade. (34,35) O Zinco caracteriza-se por
ser um agente que origina poucos efeitos adversos. Irritagdo gastrica, efeitos imunossupressores
e uma reducdo da quimiotaxia dos leucocitos podem ser alguns dos efeitos observados. Um
aumento das enzimas pancreaticas, lipase e amilase pode ocorrer, mesmo sem indicios de

pancreatite. J& uma degeneracgéo neuroldgica é pouco comum na terapéutica com o Zinco. (21)
4.4.5. Outros tratamentos

Antioxidantes como por exemplo a Vitamina E, podem ser usados como terapéutica adjuvante.
Apesar dos niveis séricos de Vitamina E estarem baixos na DW e uma melhoria dos sintomas
ter sido detetada ap0s acréscimo deste antioxidante a terapéutica estabelecida, sdo necessarios

mais estudos para fundamentar e correlacionar estes efeitos. (21)
4.4.6. Transplante Hepatico

O transplante hepatico esta indicado principalmente para doentes que apresentam insuficiéncia
hepéatica aguda ou cirrose descompensada. Como a origem do problema na DW situa-se
essencialmente no figado, o transplante deste provou ser um tratamento eficaz. O transplante
hepético também € indicado em pacientes que ndo apresentam insuficiéncia hepatica mas com
manifestacdes neuroldgicas acentuadas, nas quais as terapias de quelacdo ndo tiveram qualquer
efeito. (21,25)

4.4.7. Terapéutica durante a gravidez

Apesar de uma gravidez numa doente com DW levantar diversas questdes, um tratamento

eficaz é um excelente indicador para que as mulheres com esta doenca possam engravidar. A
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teratogenicidade da Penicilamina tem sido discutida, dado que existem relatos de bebés com
uma sindrome que se acredita ser causada pela Penicilamina. O maior risco de teratogenicidade
da Penicilamina ocorre no primeiro trimestre e por isso recomenda-se uma diminuicdo da dose
neste periodo. Contudo, ha um consenso quando se aborda a questdo de uma possivel
interrupcao da terapéutica durante a gravidez de modo a proteger o feto de qualquer efeito da
Penicilamina, sendo que os riscos de uma interrupcdo do tratamento superam 0s riscos da
continuacdo. O mesmo acontece para a terapéutica com a Trietilenotetramina e o Zinco. Do
ponto de vista tedrico, h& uma maior vantagem em usar o Zinco durante a gravidez devido a
sua baixa toxicidade, no entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar esta afirmacéo.
(21,34)
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5. Conclusao

Apesar de ser uma doencga rara, a Doencga de Wilson ndo pode ser desvalorizada e deve ser
considerada em qualquer paciente, independentemente da idade e dos sintomas clinicos que

apresenta.

No que diz respeito a terapéutica, varios estudos ainda precisam de ser desenvolvidos. A
compreensdo aprofundada dos mecanismos de acdo das diferentes moléculas utilizadas na
terapéutica farmacoldgica e o0s potenciais efeitos benéficos quando administradas em conjunto,
tém de ser compreensivelmente definidos. E necessaria uma pesquisa continuada de novos

agentes terapéuticos que apresentem menores efeitos adversos, do que aqueles gque ja existem.
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