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PALABRAS CLAVE Resumen La enfermedad de Wilson es un trastorno del metabolismo del cobre que se hereda
Enfermedad de forma autosémica recesiva. Esta causada por mutaciones en el gen ATP7B que codifica para
de Wilson; una ATPasa tipo P implicada en el transporte de cobre dentro del hepatocito, tanto al interior
ATP7B; del aparato de Golgi para su incorporacion a la apoceruloplasmina como en la excrecion biliar
Cobre; del exceso de metal del organismo. El defecto en la funcion de esta proteina da lugar a la acu-
Ceruloplasmina mulacion progresiva de cobre, primero en el higado y posteriormente en el encéfalo y en otros

tejidos, con manifestaciones clinicas principalmente hepaticas, neurologicas, psiquiatricas y
oftalmoldgicas. Actualmente sigue representando un desafio diagndstico, debido a que es una
patologia poco comin, con manifestaciones clinicas inespecificas y limitaciones en la exactitud
de las diversas pruebas diagnosticas disponibles. El riesgo de que permanezca sin diagnosticar
y progrese a muerte, junto con la existencia de un tratamiento eficaz, ponen de manifiesto la
importancia de que se realice un diagndstico correcto y temprano, siendo esencial para ello la
aportacion del laboratorio clinico.
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ATP7B: Abstract Wilson’s disease is an autosomal recessive disorder of copper metabolism. It is caused
Coppe’r' by mutations in the ATP7B gene, which encodes a P-type ATPase that functions in the transport

of copper inside the hepatocyte, both into the trans-Golgi compartment for incorporation into
apo-caeruloplasmin, and into the bile, for excretion of the excess metal. Defective function of
this protein leads to progressive copper accumulation, first in the liver but ultimately in the
brain and other tissues, with mainly hepatic, neurological, psychiatric and ophthalmologic signs
and symptoms. Nowadays, it still represents a diagnostic challenge due to it being an uncommon
disease, with unspecific clinical manifestations, and limitations in the accuracy of the available
diagnostic tests. The risk that it remains undiagnosed together with the availability of effective
treatments stresses the importance of an early and correct diagnosis, with the clinic laboratory
playing an essential the role.
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Introduccion

La enfermedad de Wilson (EW) o degeneracién hepatolenti-
cular progresiva es un trastorno hereditario del metabolismo
del cobre, caracterizado por un defecto de su excrecion
biliar que conduce a su acumulacion en el organismo, prin-
cipalmente en higado y encéfalo, con efectos toxicos por
dano oxidante y progresion invariable a muerte en ausencia
de tratamiento.

Ha sido considerada una enfermedad rara, mas frecuente
en algunas poblaciones, fundamentalmente en las que existe
consanguinidad. La prevalencia citada en la mayor parte de
la bibliografia es de un caso por cada 30.000 habitantes con
una frecuencia de portadores de 1/90. Sin embargo, esta
estimacion se realizd hace mas de 20 afos' y debido a la
dificultad para su diagnodstico, probablemente se trate de
una subestimacion. Con el aumento de la sensibilidad de
las técnicas diagnosticas, estudios mas recientes muestran
prevalencias mas altas?.

Fue descrita inicialmente en 1912 por Kinnier Wilson,
como un trastorno neurodegenerativo asociado con cirrosis
hepatica, de presentacion familiar®. Sin embargo, su rela-
cion con el cobre fue establecida posteriormente en diversos
trabajos que demostraron la presencia de un exceso de este
metal en los tejidos de individuos afectados*®. En 1952 se
puso de manifiesto la deficiencia de ceruloplasmina en el
suero de estos pacientes”® y en 1974 fue documentada la
alteracion de la excrecion biliar de cobre®.

A pesar de que en las Ultimas décadas se ha producido
un gran avance en el conocimiento de la enfermedad a nivel
molecular, habiendo sido identificado tanto el defecto bio-
quimico como el genético, actualmente sigue representando
un desafio diagnostico debido a que es una patologia poco
comun, con manifestaciones clinicas inespecificas y para la
que existen diversas pruebas diagnosticas pero todas ellas
con posibles falsos positivos (FP) y negativos (FN). Por ello
esta entidad sigue siendo una alternativa diagndstica en los
casos de enfermedad hepatica y/o neurolégica no explicable
por otras causas.

El riesgo de que permanezca sin diagnosticar y progrese
a muerte junto con la existencia de un tratamiento eficaz
que puede revertir o enlentecer su avance en pacientes sin-
tomaticos, o prevenir su aparicion en los presintomaticos,
detectados mediante estudios familiares, pone de mani-
fiesto la importancia de que se realice en todos estos casos
un diagndstico correcto y temprano.

Fisiopatologia

El cobre es un elemento traza esencial que actia como
cofactor de transferencia electronica de diversas cuproen-
zimas como la ferroxidasa o ceruloplasmina (EC 1.16.3.1),
citocromo-c oxidasa (EC 1.9.3.1), superoxido-dismutasa (EC
1.15.1.1), dopamina B-hidroxilasa (EC 1.14.17.1), tirosinasa
(EC 1.14.18.1), vy lisil oxidasa (EC 1.4.3.13). Participa asi
en procesos vitales como la oxidacion del hierro, respira-
cion celular, eliminacion de radicales libres, biosintesis de
catecolaminas y melanina, asi como en la formacion de
tejido conectivo'®. Sin embargo, ese mismo potencial oxido-
reductor le capacita en situaciones de exceso para generar
radicales libres altamente toxicos para el organismo'!.

Presente en alimentos como semillas, crustaceos, higado
y leguminosas, el cobre procedente de la dieta, una vez cap-
tado por los enterocitos duodenales, puede quedar unido a
proteinas intracelulares (metalotioneinas) o bien ser expor-
tado a la circulacion a través de la membrana basolateral
de esas células gracias a una proteina transportadora deno-
minada ATP7A. Mutaciones en el gen que codifica este
transportador dan lugar a la enfermedad de Menkes, carac-
terizada por un déficit de cobre en el organismo debido a un
defecto en su absorcion intestinal.

Unido a albUmina, transcupreina e histidina, el cobre
es transportado por la vena porta al higado, 6rgano de
reserva y principal regulador de su homeostasis, puesto que
la excrecion biliar es la via fundamental para su eliminacion
del organismo, no existiendo circulacion enterohepatica
significativa’. El hepatocito lo capta gracias a los trans-
portadores de membrana CTR1 y CTR2'>'. Debido a su
potencial toxico las concentraciones de cobre libre den-
tro de la célula son extremadamente bajas, uniéndose a
una familia de proteinas llamadas chaperonas de cobre que
liberan el metal especificamente a las distintas rutas que
sintetizan cuproenzimas''®. ATOX1 es la chaperona que
lo transfiere a una adenosina trifosfatasa tipo P (ATP7B),
implicada tanto en el transporte activo de cobre al interior
del aparato de Golgi para su incorporaciéon a la apoceru-
loplasmina, como en su excrecion biliar del organismo. La
distribucion intracelular de esta ATPasa, asi como su funcion
son sensibles al contenido de cobre en la célula. Cuando éste
es normal o bajo la enzima se encuentra localizada en las
membranas de la red trans-Golgi y actla introduciendo el
cobre y cediéndolo a la apoceruloplasmina sintetizada en el
higado, dando lugar a ceruloplasmina (holoceruloplasmina).
Sin embargo, en situaciones de sobrecarga clprica en el
hepatocito, la ATP7B saturada de este metal redistribuye
pasando a formar parte de vesiculas y vacuolas que migran
hacia los canaliculos biliares promoviendo asi la excrecion
biliar del exceso de cobre'’.

El defecto metabdlico responsable de la enfermedad de
Wilson esta en la disfuncion de la proteina ATP7B que da
lugar a la acumulacion de cobre, inicialmente en el higado.
En principio, la metalotioneina y el glutation del citoplasma
celular juegan un papel importante protegiendo a la célula
de sus efectos toxicos, pero cuando se sobrepasa su capaci-
dad, el metal libre produce un dafno oxidativo en el hepato-
cito junto con activacion de la apoptosis'®'®, liberandose al
torrente circulatorio lo que provoca elevacion de la concen-
tracion sérica de cobre libre. Este sera distribuido al resto de
los tejidos donde también se podra acumular, aumentando
asimismo, su excrecion en orina. La sobrecarga de cobre en
los hematies conduce a hemolisis intravascular con prueba
de Coombs negativa. Adicionalmente la disfuncion del
enzima ATP7B da lugar a un defecto en la formacion de ceru-
loplasmina, liberandose a la circulacion apoceruloplasmina
que carece de actividad ferroxidasa y cuya vida media es mas
corta que la de la ceruloplasmina, alcanzando asi una con-
centracion plasmatica inferior. Puesto que la ceruloplasmina
contiene mas del 90% del cobre presente en la circulacion,
la concentracion de cobre total sanguineo habitualmente
desciende de forma paralela a la de esta proteina.

Estructuralmente la proteina ATP7B consta de 8 dominios
transmenbrana que forman un canal para el paso del cobre,
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y dos extremos terminales (-NH2 y -COOH) intracitoplasma-
ticos. En el extremo amino terminal esta enzima posee 6
dominios MBS con regiones MxCxxC fijadoras de cobre a las
que se unen hasta 6 atomos del metal. Tras esta union se
inicia un ciclo en el que intervienen otros dominios intracito-
plasmaticos caracteristicos de la familia de enzimas ATPasa
tipo P, e importantes para su actividad como el dominio N,
esencial para la fijacion del ATP (contiene la region SEHPL
con una histidina en posicion1069) y el dominio P, con un
acido aspartico para la aceptacion del fosfato liberado tras
la hidrolisis del ATP. Esta proporcionara la energia necesaria
para el transporte del cobre y posteriormente se producira
la defosforilacion del dominio P gracias a la actividad fosfa-
tasa del dominio A, lo que permitira el inicio de un nuevo
ciclo de transporte'”.

Herencia y defecto genético

Estudios familiares indicaron que la enfermedad mostraba
un patron de herencia autosémico recesivo?®. Los enfer-
mos son por tanto homocigotos o, mas frecuentemente,
heterocigotos compuestos, siendo la penetrancia cercana
al 100%%'. Los progenitores son al menos, portadores hete-
rocigotos de un alelo mutado y los hermanos tienen una
probabilidad del 25% de padecer la enfermedad y un 50%
de ser portadores heterocigotos, en tanto que el riesgo de
enfermedad de los hijos es de 1/180.

Mediante analisis de ligamiento génico, en 1985 fue esta-
blecida la localizacion del gen responsable ATP7B, en el
brazo largo del cromosoma 13 (13q14.3)2 y en 1993 el gen
fue identificado y clonado, demostrandose que se trataba
de un locus muy conservado evolutivamente, que codificaba
para una ATPasa transportadora de cobre y que compartia un
alto grado de homologia con el gen ATP7A, ligado al cromo-
soma X, que se expresa en la mayor parte de tejidos excepto
en el higado, y se traduce en una ATPasa similar a ATP7B,
implicada en la enfermedad de Menkes?3~2.

Se han descrito mas de 400 mutaciones distintas en el gen
ATP7B, tanto a lo largo de sus 21 exones como en su promo-
tor y en regiones intronicas. Cerca del 60% son mutaciones
de sentido equivocado (missense)?. Aunque la mayoria son
raras y estan presentes en una Unica familia algunas son
mas frecuentes observandose su predominio en determina-
das poblaciones. Asi, la mutacion mas comun en pacientes
del norte, centroy este de Europa es H1069Q, que da lugar a
la sustitucion de una histidina por una glutamina en la posi-
cion 1069 de la ATPasa. Sin embargo, esta mutacion parece
estar ausente en el este de Asia donde predomina R778L% .

Muchos estudios se han centrado en establecer correla-
ciones genotipo-fenotipo. Sin embargo, esto resulta dificil
debido al elevado niUmero de mutaciones detectadas, lo que
da lugar a que la mayoria de enfermos sean heterocigotos
compuestos. Ademas la presentacion clinica de la enfer-
medad es muy heterogénea, por lo que se ha sugerido que
factores ambientales y variaciones genéticas en otros genes
podrian modular la expresion clinica de la enfermedad. Pero
independientemente de esto Ultimo, parece que mutacio-
nes diferentes en el gen ATP7B pueden dar lugar a distintos
efectos funcionales en la proteina, y por tanto, es probable
que el tipo de mutacion también modifique la expresion cli-
nica. Asi, mutaciones mas graves como las que conllevan un

cambio en el marco de lectura o la aparicion de un codén de
parada, se cree que alteran completamente la funcion de la
proteina por lo que seria de esperar un fenotipo mas grave'’.

Presentacion clinica

Las manifestaciones clinicas de la EW pueden mostrar
una considerable variacion. Se han encontrado diferencias
tanto en la edad de inicio como en la gravedad y tipo de
presentacion?®. Lo mas frecuente es que se diagnostique
entre los 5 y los 35 afos??, aunque también se han descrito
casos en menores de 5 y en mayores de 50 anos*®3!, por
lo que no se puede descartar la enfermedad usando Unica-
mente el criterio de la edad.

Clinicamente puede presentarse como una enfermedad
hepatica o como un trastorno neuropsiquiatrico progresivo
en el que la alteracion hepatica puede ser menos aparente
u ocasionalmente ausente. En la VIII Reunién Internacio-
nal sobre las Enfermedades de Wilson y Menkes (2001)
se propuso una clasificacion fenotipica de los pacientes
sintomaticos’?.

Manifestaciones hepaticas

Son las mas frecuentes entre los 5 afos y la adolescencia.
La presentacion hepatica es la manifestacion inicial en el
40-50% de pacientes®*34. El espectro de enfermedad hepa-
tica abarca desde cuadros asintomaticos con hepatomegalia,
esplenomegalia o elevacion de aminotransferasas que se
detectan de forma incidental, hasta casos de fallo hepa-
tico fulminante. En algunos pacientes puede cursar como
una hepatitis aguda con marcadores virales negativos y en
otros presentar caracteristicas indistinguibles de una hepati-
tis autoinmune3®, pero la forma de presentacion mas comin
es una enfermedad hepatica cronica activa en la que puede
haber evidencia de cirrosis bien compensada o descom-
pensada. También pueden aparecer episodios transitorios
de ictericia, asociada a hemodlisis de bajo grado cuando la
enfermedad hepatica no es aun evidente?.

En alrededor de un 5% de los pacientes aparece como
un fallo hepatico fulminante®. Este es mas frecuente en
mujeres, en la segunda década de la vida, y se presenta de
forma aguda con ictericia y ascitis que progresa a encefa-
lopatia, fallo hepatico y con frecuencia fallo renal. Signos
clave que ayudan a reconocer su origen son la presencia
de anemia hemolitica con prueba de Coombs negativa (que
también contribuye a la hiperbilirrubinemia), y de coagulo-
patia. También es caracteristica una concentracion de cobre
total en suero normal o alta a expensas del aumento de cobre
libre (consecuencia de su liberacién masiva a la circulacion)
junto con la elevacion marcada de la concentracion de cobre
en orina¥’.

La progresion a carcinoma hepatocelular ha sido consi-
derada rara en la EW, pero es probable que ocurra con mas
frecuencia de lo estimado®.

Manifestaciones neurologicas

En el 40-45% de pacientes con EW, los primeros sin-
tomas son neuroldgicos y neuropsiquiatricos®®34. Suelen
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presentarse durante la 2.9y 3.4 décadas de la vida. Estos son
principalmente trastornos del movimiento como distonia,
incordinacion y temblores. También pueden aparecer dis-
artria y disfagia, trastornos del sistema nervioso auténomo,
asi como pérdida de memoria, cefalalgias y convulsiones?'.

Manifestaciones psiquiatricas

Alrededor del 50% de los pacientes con dafo neuro-
logico posee algin antecedente de trastornos de la
conducta?'. Otras manifestaciones son la depresion, ansie-
dad y psicosis®.

Manifestaciones oftalmolégicas

Mediante exploracion oftalmoldgica con lampara de hen-
didura se detectan anillos de Kayser-Fleischer (KF) por
depdsito del cobre en la cornea, en mas del 95% de enfer-
mos con manifestaciones neurologicas o psiquiatricas pero
solo en alrededor del 50% con clinica hepatica. Tras el
tratamiento suele observarse su regresion. También puede
aparecer una catarata central «en girasol» por acumulacion
del cobre en el cristalino®4,

Manifestaciones mas raras

Otras manifestaciones mas raras incluyen lesiones rena-
les con sindrome tubular, desmineralizacion dsea por la
hipercalciuria y la hiperfosfaturia que provoca la disfuncion
tubular, miocardiopatia, pancreatitis, hipoparatiroidismo,
abortos espontaneos repetidos e infertilidad3®.

Diagnéstico

La EW debe ser considerada en el diagndstico diferencial
de individuos con anormalidades de la funcion hepatica y/o
trastornos neuroldgicos inexplicables por otras causas mas
frecuentes, fundamentalmente en nifos o adultos jovenes o
cuando aparece hemdlisis?’.

Puesto que ninguna prueba de forma aislada tiene sufi-
ciente sensibilidad y especificidad para el diagndstico de
la EW, éste requiere la utilizacion combinada de diversos
datos clinicos, bioquimicos y genéticos, siendo inicialmente
esencial la sospecha clinica de estos casos.

Como ayuda al diagnoéstico, fundamentalmente en aque-
llos casos en los que éste presenta mas dificultad (pacientes
que no presentan sintomatologia neurolégica), ha sido pro-
puesto un sistema de puntuacion basado en la combinacion
de datos clinicos (presencia o ausencia de anillos de KF,
sintomas neuropsiquiatricos y anemia hemolitica) y de labo-
ratorio (concentraciones de cobre en orina de 24h y de
ceruloplasmina sérica, cuantificacion de cobre en tejido
hepatico o en su defecto tincion de rodamina, y analisis de
mutaciones)32. También se usan diversos algoritmos diagnés-
ticos como los de la Asociacion Americana para el Estudio de
Enfermedades Hepaticas (AASLD)?°. En éstos, los datos bio-
quimicos que se valoran inicialmente ante la sospecha de
enfermedad son la disminucion de la concentracion sérica
de ceruloplasmina (< 0,20g/L) y el incremento del cobre en
orinade 24h (> 0,6 umol/dia = > 40 wg/dia). Estos resultados

junto con la presencia de anillos de KF estableceran el diag-
nostico, mientras que la ausencia de alguno de ellos indicara
la realizacion de una biopsia hepatica, reservandose gene-
ralmente el estudio molecular para aquellos casos en los
que el contenido de cobre hepatico no muestre resultados
definitivos.

Examen oftalmolégico

La presencia de anillos de Kayser-Fleischer es un impor-
tante indicador de la enfermedad aunque estos pueden no
aparecer con mayor frecuencia en pacientes que presentan
Unicamente manifestaciones hepaticas y en aquellos todavia
presintomaticos.Por otra parte, hay que tener en cuenta que
también pueden estar presentes ocasionalmente en enfer-
mos con colestasis cronicas como la cirrosis biliar primaria
y la colangitis esclerosante primaria, asi como en neonatos
con colestasis. Sin embargo, la diferenciacion en estos casos
suele resultar sencilla.

Pruebas de funcién hepatica

La actividad aminotransferasa en suero esta generalmente
aumentada excepto en edades muy tempranas. Sin embargo,
en muchos individuos el grado de elevacion puede ser
moderado y no reflejar necesariamente la gravedad de la
enfermedad?’. La descompensacion hepatica origina eleva-
cion de la concentracion de bilirrubina sérica y reduccion
de la capacidad de sintesis proteica que se refleja en una
disminucion de la albimina y de los factores de coagulacion
con prolongacion del tiempo de protrombina. La presencia
de anemia hemolitica contribuye a la hiperbilirrubinemia?'.
En casos de fallo hepatico fulminante las elevaciones séricas
de AST y ALT son tipicamente mucho menores que las obser-
vadas en otras causas de fallo hepatico agudo, y también la
de fosfatasa alcalina que es desproporcionadamente baja en
contraste con la ictericia, observandose con frecuencia una
relacion fosfatasa alcalina (UI/L)/bilirrubina total (mg/dL)
séricas menor de dos?’.

Concentracion de ceruloplasmina (ferroxidasa)
sérica

La ceruloplasmina es una glicoproteina sintetizada princi-
palmente en el higado, que contiene de seis a ocho sitios
de fijacion de cobre por molécula. Posee actividad ferroxi-
dasa, estando implicada en el metabolismo del hierro. Asi
su ausencia, en la rara enfermedad hereditaria de la aceru-
loplasminemia, no produce acimulo de cobre, mientras que
estos pacientes pueden presentar hemosiderosis*’42,

Una concentracion extremadamente baja (< 0,05g/L)
deberia ser considerada una fuerte evidencia para el diag-
nostico de EW, especialmente en asociacion con la presencia
de anillos de Kayser-Fleischer?’.

Disminuciones menos intensas hacen necesaria la realiza-
cion de mas pruebas diagnosticas ya que es posible encontrar
bajas concentraciones de ceruloplasmina en otras situacio-
nes fisiopatologicas como en cualquier causa de hipoprotei-
nemia (desnutricion, malabsorcion, cirrosis, sindrome nefro-
tico), en la deficiencia de cobre, en enfermedades muy poco
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Tabla 1 Factores que provocan elevacion (FN) y descenso
(FP) de las concentraciones sanguineas de ceruloplasmina

Falsos negativos
Inflamacion, infeccion, neoplasia
Estrogenos: embarazo, anticonceptivos orales
Metodologia analitica

Falsos positivos
Recién nacidos (< 6 meses)
Malnutricion (Kwashiorkor)
Pérdida proteica renal o digestiva (malabsorcion)
Cirrosis
Deficiencia de cobre
Aceruloplasminemia hereditaria
Sindrome de Menkes
Hepatitis fulminante
20% Heterocigotos de E. de Wilson
Nutricion parenteral carente de cobre
Enfermedades neuroldgicas raras

frecuentes como el sindrome de Menkes y la aceruloplasmi-
nemia, asi como en recién nacidos, hepatitis fulminante, en
el 20% de individuos heterocigotos para la EW y en pacientes
con alimentacion parenteral carente de cobre®”#' (tabla 1).

Concentraciones séricas de ceruloplasmina dentro del
intervalo de referencia no excluyen el diagnostico, obser-
vandose con mayor frecuencia en pacientes con EW que
presentan Unicamente manifestaciones hepaticas®. La ele-
vacion de estas concentraciones puede ser debida a la
presencia de inflamacion, puesto que la ceruloplasmina es
un reactante de fase aguda, o al efecto de los estrogenos,
en situaciones como el embarazo o el tratamiento con ano-
vulatorios.

Otra causa de falsos resultados negativos esta rela-
cionada con la metodologia analitica. La ceruloplasmina
sérica puede ser medida tanto por métodos inmunoquimi-
cos como por métodos enzimaticos. Estos ultimos miden sélo
la molécula con actividad enzimatica (holoceruloplasmina
o ceruloplasmina), mientras que los primeros miden tanto
ceruloplasmina como apoceruloplasmina (forma inactiva y
de menor semivida presente también en la circulacion),
sobrevalorando la concentracion de la proteina. Por ello,
algunos autores han recomendado la medicion de la activi-
dad oxidasa de la enzima para el diagndstico de la EW*—4¢,

Por otra parte, con frecuencia se usa el valor de 0,20g/L
como limite inferior del intervalo de referencia de la
concentracion sérica de ceruloplasmina en adultos, consi-
derandolo como punto de decision clinica. Sin embargo, los
valores de referencia varian con factores como el método
analitico, el material de calibracion y la edad. En relacion
con esta uUltima, las concentraciones son menores en neo-
natos alcanzando la concentracion de adultos alrededor de
los 6 meses. Posteriormente aumentan mas hasta llegar a
un maximo a los 2-3 afos y después descienden lentamente
hasta la adolescencia alcanzando entonces la concentracion
de adultos. Ademas mujeres embarazadas o en tratamiento
con estrégenos presentan concentraciones mas altas®.

Respecto a la metodologia, a pesar de que existe un
material de referencia primario (CRM 470/ RPPHS), estu-
dios recientes estan poniendo de manifiesto la falta de

estandarizacién de los métodos que miden ceruloplasmina®®.
Esto da lugar a que los resultados obtenidos por diferentes
métodos no sean transferibles lo que imposibilita el uso de
valores discriminantes fijos y obliga a utilizar puntos de corte
especificos para cada técnica®.

Asi mismo, factores preanaliticos relacionados con la
conservacion de la muestra también podrian dar lugar a dife-
rencias entre resultados como parecen indicar datos de un
programa de control de calidad externo®.

También hay que tener en cuenta el tipo de poblacién y
la presencia de diferentes tipos de mutaciones. Asi en un
estudio realizado en China en el que ha sido determinada la
exactitud diagndstica de las concentraciones de ceruloplas-
mina sérica, medida por métodos inmunoquimicos, para el
diagnostico de EW, encuentran que el mejor punto de corte
para la poblacion estudiada es 0,14g/L, es decir, inferior
a 0,20g/L, por lo que sugieren que cada laboratorio debe-
ria establecer este punto de corte para su poblacion que no
necesariamente tiene que coincidir con el limite inferior del
intervalo de referencia®.

Concentracion de cobre sérico total

Puesto que la ceruloplasmina contiene mas del 90% del cobre
presente en la circulacion, la concentracion de cobre sérico
total habitualmente evoluciona de forma paralela a la de
esta proteina sérica, pudiendo verse afectada por las mismas
causas de falsos positivos y negativos. Asi, en pacientes con
EW generalmente desciende aunque en aquellos que cursan
con fallo hepatico agudo, la concentracion de cobre sérico
puede estar marcadamente elevada debido a la liberacion
masiva de metal desde el higado, a pesar de la disminucién
de la concentracién de ceruloplasmina®®. Su utilidad es por
ello limitada.

La técnica utilizada habitualmente para su determina-
cion en el laboratorio clinico es la espectrofotometria de
absorcion atdomica de llama. Los intervalos de referen-
cia en mujeres y hombres adultos son respectivamente
12,6-24,3 pmol/L (80-154 ug/dL) y 11,0-22,0 umol/L (70-
140 pg/dL), aunque de forma similar a los de la concentra-
cion de ceruloplasmina, varian con la edad, el embarazo, la
terapia con estrogenos y antiepilépticos®'.

Se recomienda el empleo de suero obtenido en tubos de
vacio especificos para elementos traza (una vez comprobado
que no presentan concentraciones detectables de cobre) o
bien con jeringa de plastico, y evitar los tubos con gel sepa-
rador. Se permite un cierto grado de hemdlisis ya que el
cobre se reparte en partes aproximadamente iguales entre
el suero y los eritrocitos, siendo recomendable realizar las
extracciones a la misma hora del dia (por ejemplo entre
las 8 y 10 horas) debido al ritmo circadiano que presentan
las concentraciones de este elemento en el suero. El suero
puede conservarse en tubos de polipropileno o poliestireno
bien tapados durante 15 dias a temperatura ambiente o de
manera practicamente indefinida a —20°C>'.

Concentracion de cobre sérico no unido a
ceruloplasmina (ferroxidasa) o cobre «libre»

Concentraciones de cobre sérico total normales o elevadas
junto con la disminucion de los niveles de ceruloplasmina
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sérica indican un incremento de la concentracion de cobre
«libre». En individuos sanos ésta representa menos del 10%
de la concentracion de cobre sérico total mientras que en
la EW este porcentaje puede elevarse al 30-50%. Asi en la
mayoria de estos pacientes no tratados se observan con-
centraciones de cobre no unido a ceruloplasmina superiores
a 3,15 umol/L (20 pg/dL) (intervalo de referencia: 0,79-
1,57 pmol/L [5-10 ng/dL]), pero hay que tener en cuenta
otras posibles causas de elevacion como el fallo hepatico
agudo de cualquier etiologia®>33, la colestasis cronica y la
intoxicacion por cobre.

Su determinacion es laboriosa, requiriendo extrac-
cion con metil-isobutil-cetona tras su acoplamiento con
amino-pirrolidin-ditiocarbamato®'. Por ello, habitualmente
se emplea una estimacion indirecta* basada en el porcen-
taje de cobre que contiene la ceruloplasmina (0,3%):

[Cobre no unido a ceruloplasmina(wmol/L)]
= [Cobre total(pmol/L)]

— [Cobre unido a ceruloplasmina(wmol/L)]

[Cobre unido a ceruloplasmina(pwmol/L)]

= [ceruloplasmina(g/L)] x 47,2

El principal problema de su estimacion es que depende
del error asociado a dos determinaciones séricas, la de cobre
y principalmente la de ceruloplasmina, ya que como se ha
comentado, numerosos factores producen variabilidad en
los resultados de esta Ultima, de forma que su sobrevalora-
cion puede dar lugar a resultados negativos en el calculo del
cobre libre, recomendandose por ello, especialmente para
este fin, la cuantificacion de ceruloplasmina por métodos
enzimaticos.

Todo esto limita la utilizacion de este parametro para
el diagnostico® aunque si puede presentar utilidad en la
evaluacion de la eficacia del tratamiento de estos pacientes.

Concentracion de cobre en orina de 24 h

La excrecion de cobre en orina refleja la concentracion de
cobre sérico no unido a ceruloplasmina en la circulacion.

Su determinacion basal puede ser util tanto para el
diagnodstico como en la monitorizacion del tratamiento.
En pacientes sintomaticos se encuentra elevado, usandose
habitualmente como punto de corte para el diagnostico valo-
res superiores a 1,6 umol/dia (100 wg/dia)**>>. Sin embargo,
pueden encontrarse cifras inferiores en pacientes presin-
tomaticos en aquellos con enfermedad hepatica cronica
estable y en los que presentan manifestaciones neurologicas
sin afectacion hepatica. Por ello, el limite superior del inter-
valo de referencia, alrededor de 0,6 wmol/dia (40 ng/dia),
parece ser un mejor punto de corte porque aumenta la sen-
sibilidad diagnéstica?®->.

Por otra parte, al interpretar estos resultados tam-
bién hay que tener en cuenta otras causas que producen
elevacion del cobre en orina en ausencia de EW, fundamen-
talmente la lesion hepatica grave de cualquier etiologia,
la ingestion de quelantes de cobre, la contaminacion del

Tabla 2 Factores que provocan descenso (FN) y elevacion
(FP) de las concentraciones de cobre en orina

Falsos negativos
Pacientes presintomaticos
Pacientes con enfermedad hepatica estable
Pacientes con manifestaciones neurologicas
Errores en la recogida de muestra: muestra incompleta

Falsos positivos
Hepatitis cronica activa
Colestasis cronica
Fallo hepatico agudo
Ingestion de quelantes de cobre
Contaminacion con cobre del recipiente de recogida
Heterocigotos de enfermedad de Wilson
Errores en la recogida de muestra: muestra excesiva

recipiente de recogida de la orina, y la condicion de portador
heterocigoto™ (tabla 2).

La excrecion de cobre en orina de 24h también puede
determinarse tras administracion de D-penicilamina, un
agente quelante de cobre que promueve su eliminacion
urinaria. Esta prueba sélo ha sido estandarizada en la pobla-
cion pediatrica, en la que se administran dos dosis orales
de 500mg de D-penicilamina, una al comienzo y otra 12
horas mas tarde a lo largo de las 24h de la recoleccion
de orina. Usando como punto de corte valores superiores a
25,2 pmol/dia (1.600 pg/dia) se obtuvo una sensibilidad (SD)
del 88,2% y una especificidad (ED) del 98,2%%, superando la
exactitud diagndstica de las determinaciones basales. Poste-
riormente se ha realizado una reevaluacion de este prueba
que confirma su utilidad en el diagndstico de EW en nifos
con enfermedad hepatica activa (SD =92%) pero no en fami-
liares asintomaticos (SD =46%) en los que no permite excluir
la enfermedad®’.

Esta prueba ha sido usada también en adultos, pero
siguiendo diferentes protocolos. Un reciente estudio reali-
zado en Espana sugiere su utilidad como prueba de cribado
para seleccionar aquellos pacientes en los que estaria indi-
cado realizar una biopsia hepatica, evitando asi en muchos
casos los riesgos y costes que este procedimiento invasivo
lleva asociados. En este trabajo, que uso la misma pauta de
administracion de penicilamina que en la infancia, se encon-
tré que el mejor punto de corte en la poblacion adulta es
menor (16,6 pmol/dia=1.057 ug/dia) que el descrito para
nifos>8.

La utilidad de estas determinaciones puede verse limi-
tada si las condiciones de recogida de la muestra no son las
optimas. Las orinas han de recogerse durante 24h ya que
las concentraciones de cobre en muestras de orina aisla-
das presentan una elevada variabilidad intraindividual. Es
esencial evitar tanto los errores en la recogida de orina
de 24h como la contaminacion del contenedor de mues-
tra con cobre exdgeno. Hay que tener en cuenta que lo
primero puede resultar complicado, fundamentalmente en
nifos y que muestras incompletas o excesivas produciran sub
o sobreestimaciones respectivamente. Se ha recomendado
usar recipientes de plastico previamente lavados con HNO3
1mol/L>, sin embargo esto no suele ser necesario con los
envases usados en la actualidad.



108

M.D. Hernandez Villén, S. Lopez Martinez

Tabla 3 Factores que provocan descenso (FN) y elevacion
(FP) de las concentraciones de cobre en biopsia hepatica

Falsos negativos
Muestras con fibrosis extensa y pocas células
parenquimatosas
Muestras insuficientes

Falsos positivos
Colestasis cronica
Cirrosis infantil de la India
Sindrome de Alagille
Tumores hepaticos
Recién nacido

Contenido de cobre en biopsia hepatica

La medicion cuantitativa de cobre hepatico sigue siendo
considerada la prueba bioquimica mas importante para el
diagnostico de la enfermedad, pero debido a su caracter
invasivo se reserva para aquellos casos con sospecha de EW
en los que otras pruebas no muestran resultados definitivos.

En individuos no tratados, valores inferiores a 0,63-0,79
mmol/kg de tejido seco (40-50 wg/g), casi siempre exclu-
yen el diagnostico de EW, mientras que resultados iguales o
superiores a 3,9 mmol/kg de tejido seco (> 250 ug/g) son
habitualmente considerados diagnodsticos de EW en ausen-
cia de otras patologias en las que también se observan estas
elevaciones como la enfermedad hepatica colestatica o la
cirrosis infantil de la India?® (tabla 3). Las cifras en indi-
viduos heterocigotos, aunque generalmente altas, no suele
exceder estas Ultimas.

Valores inferiores a 3,9 mmol/kg de tejido seco
(250 ng/g), sin embargo, no excluyen la enfermedad. Asi
este punto de corte ha sido considerado demasiado alto y
criticado por estar basado en estudios que incluyeron pocos
casos. El valor de 1,2 mmol/kg de tejido seco (75 ng/g) ha
mostrado aumentar considerablemente la SD de la prueba
(83,3% vs. 96,5%) aunque se pierde algo de ED (98,6% vs.
95,4%). Por ello, en pacientes con resultados entre 1,2 y
3,9 mmol/kg de tejido seco (75 y 250 n.g/g), se recomienda
realizar otros estudios, fundamentalmente genéticos™.

El principal problema de la determinacion de cobre hepa-
tico es que en la EW la distribucion del cobre dentro del
higado con frecuencia no es homogénea. Por ello la concen-
tracion puede ser infravalorada debido al error de muestreo.
Tanto especimenes escasos como los que presentan extensa
fibrosis y pocas células parenquimatosas, pueden dar lugar
a falsos negativos. Se requiere, por tanto, un adecuado
tamano de muestra (1cmx 1,6 mm) que se seca en un
recipiente exento de elementos traza a 90°C hasta masa
constante y se somete posteriormente a hidrdlisis acida con
HNOs ultrapuro.

La cuantificacion del cobre, tanto en tejido como en
orina, por espectrofotometria de absorcion atomica de
llama, presenta el inconveniente de no diferenciar entre
valores normales y bajos, pero esto no suele ser una limita-
cion cuando se usa para el diagnostico de la EW puesto que
estos pacientes presentan concentraciones elevadas.

Las tinciones histoquimicas de cobre, ej. rodamina,
orceina, no pueden sustituir la determinacion cuantitativa

de cobre hepatico, puesto que presentan una escasa capa-
cidad discriminante.

Otras pruebas como la medida de la incorporacion de
radioisotopos del cobre a la ceruloplasmina son en la actua-
lidad poco utilizadas debido a la dificultad para obtener
estos isotopos. Una alternativa es el uso de ¢°Cu, isdtopo
no radiactivo del cobre que puede ser detectado por espec-
trometria de masas. Sin embargo esta metodologia presenta
limitaciones para diferenciar entre individuos heterocigotos
y enfermos, ademas de no estar disponible en la mayor parte
de laboratorios?’.

Pruebas de imagen

La tomografia computarizada y preferentemente la reso-
nancia magnética revelan en presencia de enfermedad
neuroldgica, daio en ganglios basales y en ocasiones en otras
zonas del encéfalo®.

Estudio genético

Actualmente el estudio genético resulta todavia complicado
y caro debido al elevado nimero de mutaciones descri-
tas. Sin embargo, su importancia en el diagndstico es cada
vez mayor fundamentalmente en ciertas poblaciones en las
que se observa un predominio de determinadas mutaciones
especificas, lo que permite realizar un cribado inicial de la
enfermedad estudiando solamente determinadas regiones
de gen ATP7B. Asi en Espafa se ha identificado una mutacién
mas frecuente, Met645Arg, y se ha descrito que el estudio de
las mutaciones mas comunes puede identificar cerca del 74%
de alelos mutados®'. Por otra parte, en la isla de Gran Cana-
ria se ha encontrado una alta prevalencia de una mutacion
rara, Leu708Pro®2.

Estudio familiar

Debe realizarse en familiares de primer grado, siendo la pro-
babilidad de enfermedad en hermanos del 25% mientras que
en hijos del 0,5%.

Se usan las mismas pruebas que para el diagnodstico
teniendo en cuenta sus limitaciones en individuos presin-
tomaticos.

El estudio de mutaciones, cada vez mas disponible,
resulta Gtil cuando éstas han sido identificadas en el
paciente indice. La presencia del mismo genotipo en un
familiar confirma el diagndstico, permitiendo asi un trata-
miento precoz y el consejo genético.

En los casos en los que no haya sido posible detec-
tar ambas mutaciones, el estudio familiar puede realizarse
mediante el analisis del haplotipo de marcadores polimorfi-
cos que flanquean el gen ATP7B y se heredan ligados a éste.
Requiere el estudio del caso indice y de los padres para
identificar la pareja de cromosomas con alelos mutados. Los
hermanos que presenten esta pareja (idéntica combinacion
de marcadores polimdrficos que el caso indice) habran here-
dado la enfermedad, mientras que los que s6lo posean uno
de ellos seran portadores heterocigotos. En estos estudios
hay que tener en cuenta la rara posibilidad de fenémenos
de recombinacion3®.
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Tratamiento

El tratamiento farmacoldgico de la EW se basa en el uso de
quelantes de cobre que promueven la excrecion del metal
por orina, o de sales de cinc que reducen su absorcion intes-
tinal, o bien de una combinacion de ambos.

Esta enfermedad fue mortal hasta que en 1951 se
introdujo el primer tratamiento farmacolégico, el dimercap-
topropanol (BAL) i.m., que fue rapidamente reemplazado
por la D-penicilamina (1956), otro agente quelante de cobre
que, administrado via oral, induce ademas la sintesis de
metalotioneina reduciendo su fraccién libre intracelular®?.
Este ha sido el principal farmaco utilizado durante muchos
anos en el tratamiento inicial de pacientes sintomati-
cos aunque actualmente esta siendo desplazado por otros
quelantes con menos efectos secundarios como la Trien-
tina y el tetratiomolibdato amoénico (éste todavia no
disponible)®463,

También son (tiles las sales de cinc que bloquean la
absorcion intestinal del cobre induciendo la sintesis de
metalotioneina intestinal que lo secuestra favoreciendo su
eliminacidn en heces®. Este es el tratamiento mas seguro y
simple, y suele usarse en pacientes presintomaticos y como
terapia de mantenimiento a largo plazo, aunque también se
ha descrito su eficacia como tratamiento inicial en combi-
nacion con agentes quelantes.

El tratamiento debe ser iniciado lo mas precozmente
posible, incluyendo a los individuos presintomaticos y man-
tenido durante toda la vida. Se debe recomendar una dieta
pobre en cobre y también se ha sugerido que la adicion de
antioxidantes, principalmente vitamina E mejora la sinto-
matologia.

El trasplante hepatico esta indicado en pacientes con
cirrosis hepatica terminal que no responden al tratamiento
con quelantes y en caso de fallo hepatico fulminante.

Los objetivos de la monitorizacion del tratamiento inclu-
yen la confirmacion de la mejoria clinica y bioquimica, el
cumplimiento de la terapia y la identificacion de efectos
adversos.

Las pruebas de laboratorio deberian incluir parametros
de valoracion de la funcion hepatica y del metabolismo del
cobre, asi como hemograma y analisis de orina en todos los
pacientes tratados con quelantes para controlar la posible
aparicion de efectos secundarios como neutropenia, trom-
bocitopenia y proteinuria.

La estimacion del cobre no unido a ceruloplasmina puede
suministrar una guia Gtil para evaluar la eficacia del trata-
miento. En pacientes con buena respuesta el valor de esta
estimacion se normalizara.

La excrecion de cobre en orina de 24h inmediatamente
tras el inicio del tratamiento con agentes quelantes puede
superar los 15,7 umol/dia (1.000 ug/dia). Posteriormente
durante el tratamiento crénico deberia estar entre 3,2 y
7,9 umol/dia (200-500 p.g/dia). Durante el tratamiento con
zinc estos valores no deberian superar la cifra de 1,2 umol/
dia (75 pg/dia).

En pacientes tratados con quelantes, una excrecion de
cobre en orina de 24 h inferior a 3,2 umol/dia (200 ng/dia) o
valores excesivamente altos pueden indicar no adherencia al
tratamiento. En estos casos la estimacion de cobre no unido
a ceruloplasmina dara un resultado elevado (> 2,36 umol/L
[> 15 pg/dL]).

Ademas, valores de cobre en orina por debajo de
3,2 umol/dia (200 wg/dia) también pueden aparecer por
deplecion excesiva de cobre como consecuencia de una
sobredosificacion o tras tratamientos prolongados. En estas
circunstancias la estimacion de cobre no unido a ceru-
loplasmina sera muy baja (< 0,79 wmol/L [< 5ug/dL]) y
frecuentemente se asociara a disminucion de la concentra-
cion de ceruloplasmina sérica, neutropenia y anemia con
hemosiderosis e hiperferritinemia?®. La medicion de la con-
centracion sérica de cinc y de su excrecion en orina de 24 h
pueden ser también (tiles para monitorizar el cumplimiento
de la terapia en pacientes tratados con sales de este metal.

Actualmente se lleva a cabo un estudio europeo (Pro-
yecto EUROWILSON, www.eurowilson.org) para el registro
de todos los pacientes de nuevo diagnostico en los pai-
ses de la Unidon Europea, con el objetivo de obtener la
maxima informacion posible de la enfermedad, lo que sin
duda ampliara los conocimientos actuales facilitando tanto
el diagnostico temprano y el tratamiento de pacientes sin-
tomaticos y presintomaticos, como los estudios familiares y
el consejo genético.
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