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RESUMEN

La Enfermedad de Wilson es un trastorno autosémico recesivo del metabolismo del cobre, que
produce cirrosis hepatica y degeneracién neuronal. Se realizé un estudio de correlacion de
Pearson para 165 muestras de las Divisiones de Inmunologia y Nefrologia del Laboratorio
Clinico del Hospital San Juan de Dios, entre el método considerado como referencia, que es
la actividad enzimatica, y la concentracién sérica, que es el método de estudio. Se segregaron
en tres grupos distintos segun el resultado obtenido por la metodologia de actividad enzimatica
y basados en los valores de referencia definidos por esta metodologia de referencia en “valores
por debajo del valor inferior de referencia”, “valores dentro del intervalo de referencia” y “valores
superiores al limite superior de referencia” y se realizd un estudio de correlacion de Pearson
para cada grupo. Se evidencié que existe una pobre correlacién para los 4 escenarios
planteados obteniendo r = 0,84, r = 0,40, r = 0,44 y r = 0,74 respectivamente. Se recomienda
no realizar determinaciones de ceruloplasmina sérica basadas unicamente en la concentracion
de esta proteina llevadas a cabo por inmunoturbidimetria, especialmente en pacientes con sospechas

diagnodsticas por Enfermedad de Wilson. Se demostré que existe una baja correlacién entre las 2
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metodologias disponibles en todo su intervalo analitico. La metodologia de la actividad enzimatica es
considerada ain como el estandar de oro para la determinacién de esta proteina.

PALABRAS CLAVE: degeneracion hepatolenticular; cirrosis hepatica; ceruloplasmina;
inmunoturbidimetria; ATPasas transportadoras de cobre.

ABSTRACT

Wilson's disease is an autosomal recessive disorder of copper metabolism, causing cirrhosis
of the liver and neuronal degeneration. A Pearson correlation study was carried out for 165
samples from the Immunology and Nephrology Divisions of the Clinical Laboratory of the San
Juan de Dios Hospital, between the method considered as a reference, which is the enzymatic
activity, and the serum concentration, which is the study method. They were segregated into
three different groups according to the result obtained by the enzyme activity methodology and
based on the reference values defined by this reference methodology in "values below the lower
reference value", "values within the reference interval" and "values higher than the upper limit
of reference ". A Pearson correlation study was performed for each group. It was evidenced
that there is a poor correlation for the 4 settings, obtaining r = 0.84, r= 0.40,r=0.44 and r =
0.74 respectively. It is recommended not to perform serum ceruloplasmin determinations based
solely on the concentration of this protein carried out by immunoturbidimetry, especially in
patients with suspected diagnosis of Wilson's disease. It was shown that there is a low
correlation between the 2 available methodologies throughout their analytical range. The
enzyme activity methodology is still considered the gold standard for the determination of this
protein.

KEYWORDS: hepatolenticular degeneration; liver cirrhosis; ceruloplasmin;
inmunoturbidimetry; copper-transporting ATPases.
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INTRODUCCION Es una enfermedad progresiva y, en Ultima
] instancia, mortal si no se trata y es
La enfermedad de Wilson (EW) es un probablemente la causa mas frecuente de

trastorno  autosomico  recesivo  del enfermedad hepatica crénica en los nifios
metabolismo del cobre, que produce cirrosis (1,2)

hepatica y degeneracion neuronal. Su
presentacion es muy variada: puede,

La acumulacion de cobre ocurre tanto en el
higado como en el sistema nervioso central,

incluso, cursar de forma asintomatica hasta
llegar a falla hepatica fulminante o cirrosis.
En la mayoria de los casos, la enfermedad
se vuelve sintomatica cuando se llega a la
edad de 35 afios.
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especialmente en los ganglios basales. Por
tanto, sus manifestaciones clinicas son
fundamentalmente hepaticas, neurolégicas
y psiquiatricas (2).
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Cuando se trata a los pacientes con agentes
quelantes orales y se le somete a una dieta
baja en cobre antes de que desarrollen dafio
tisular permanente, podrian llevar una vida
normal. Sin embargo, los pacientes
diagnosticados con EW después de la
aparicion de cirrosis hepatica o deficiencias
neurologicas tienen un pronéstico
desfavorable. A pesar del tratamiento
agresivo, su calidad de vida a menudo se ve
comprometida de forma permanente (3).

Varios parametros clinicos se asocian
constantemente con la EW, incluida la
ceruloplasmina sérica disminuida, la
presencia de anillos de Kayser-Fleischer,
concentraciones altas de cobre en el higado
o la orina, enfermedad hepatica y temblor o

distonia (1).
Algunos pacientes con EW que presentan
concentraciones normales de

ceruloplasmina se han documentado y se
siguen identificando muchos casos. Algunos
autores encontraron que aproximadamente
un tercio de los pacientes estudiados tenian
concentraciones séricas normales de
ceruloplasmina, determinadas por métodos
inmunoldgicos (4).

En la actualidad, el desarrollo y la aplicacién
de ensayos inmunolégicos disponibles
comercialmente es cada vez mayor en los
laboratorios clinicos, generalmente
nefelometria automatizada o]
inmunoturbidimétricos para detectar
ceruloplasmina sérica (5).

Se desconoce cual metodologia de
determinacion de ceruloplasmina sérica es
la que debe ser utilizada para que brinde al
paciente y al médico solicitante la mejor
informacion clinica en la toma de decisiones
segun sospecha médica, o bien, si ambas
metodologias poseen la misma capacidad y
desempefio analitico que generaran un
resultado confiable para el usuario interno y
externo.

Con este articulo de investigaciéon se
determinara el grado de relacion que existe
entre la actividad enzimatica y |la
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concentracién de la ceruloplasmina sérica a
través de un estudio de correlacion para
valorar su utilidad clinica.

METODO

Para la elaboracion del marco teodrico, se
procedié a realizar una revision bibliografica
utilizando las bases de datos Science Direct,
PubMed, Clinical Key y UptoDate, con los
términos de busqueda “Wilson’s disease”,
“liver cirrhosis”, “hepatolenticular
degeneration”, 'y “ceruloplasmin”. Se
tomaron en cuenta articulos de revision
bibliografica, ensayos clinicos, metaanalisis
y guias de referencia.

Por otro lado, se realizé un estudio analitico,
experimental, con el objetivo principal de
determinar la concentracién sérica y la
actividad enzimatica de remanentes de
muestras de pacientes para diversos
estudios en las Divisiones de Inmunologia y
Nefrologia del Laboratorio Clinico del
Hospital San Juan de Dios (LCHSJD).
Adicionalmente se conto la exoneracién del
permiso del Comité Etico Cientifico del
Hospital San Juan de Dios para el desarrollo
de esta investigacion.

Se analizaron 165 muestras de suero por
dos metodologias distintas para determinar
ceruloplasmina sérica en el LCHSJD. En
primer lugar, se determiné la actividad
enzimatica de la ceruloplasmina sérica por el

método utilizando o-dianisidina
dihidrocloruro como sustrato (6), vy
posteriormente se determind la

concentracion sérica de la ceruloplasmina
de las mismas muestras por un método
inmunoturbidimétrico en un analizador
automatizado COBAS c311 de ROCHE.

Se realizé un estudio de correlacion de
Pearson para las 165 muestras entre el
método considerado como referencia que es
la actividad enzimatica y la concentracion
sérica que es el método de estudio.
Adicionalmente, se segregaron en tres
grupos distintos segun el resultado obtenido
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por la metodologia de actividad enzimatica y
basados en los valores de referencia
definidos por esta metodologia en “valores
por debajo del valor inferior de referencia”,
“valores dentro del intervalo de referencia” y
“valores superiores al limite superior de
referencia” y se realizd un estudio de
correlacion de Pearson para cada grupo (7).

GENERALIDADES

La EW, también denominada degeneracién
hepatolenticular, es un trastorno genético
poco comun que causa una acumulaciéon
excesiva de cobre en el higado y el cerebro
y es fatal si no se detecta y trata (8,9).

La epidemiologia de la EW varia en todo el
mundo, se estima que la patologia afecta
aproximadamente a 1 de 30 000 personas
(10). Paises como Costa Rica y Japdn
muestran la prevalencia mas alta, casi
duplicando los informes a nivel mundial,
aspecto que se ha convertido en un
problema de salud (8).

El elevado numero de casos en Costa Rica
podria explicarse por las altas tasas de
consanguinidad en el pais, en las que hubo
un pequeno numero de familias fundadoras
y que se remonta al siglo XVIIl y bajas tasas
de migracion.

A pesar de la alta incidencia de EW en Costa
Rica, en la actualidad, la relacién entre el
numero de muertes por degeneracion
hepatolenticular y la mortalidad por otras
enfermedades hepaticas no estd muy
definida. EI mapeo genético familiar de la
EW ha sido una importante linea de
investigacion y ha identificado mutaciones
genéticas que afectan tanto a la poblacion
como a las familias mas afectadas del pais
(8).

El analisis de mutaciones para el diagnostico
es engorroso debido a la aparicién de
muchas mutaciones, cada una de las cuales
es rara. Ademas, la mayoria de los pacientes
son heterocigotos compuestos (es decir,
portan dos mutaciones diferentes).
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El diagnéstico directo de la mutacion es util
solo si una mutacidbn ocurre con una
frecuencia razonable en la poblacién. En
Europa del Norte, Central y del Este, las
mutaciones mas comunes son: mutacion
H1069Q (frecuencia alélica: 43,5%),
mutaciones del exén 8 (6,8%), 3400delC
(3%) y P969Q (1,6%) (1).

Fisiopatologia y caracteristicas clinicas

de la Enfermedad de Wilson

El cobre (Cu) es un nutriente dietético
esencial y facilita las reacciones de
transferencia de electrones cuando se
incorpora a cuproproteinas especificas en la
respiracion mitocondrial, la biosintesis de
melanina, el metabolismo de la dopamina, la
homeostasis del hierro, la defensa
antioxidante, la formacion de tejido conectivo
y la amidacion de péptidos (11,12).

Existen vias especificas que permiten el
trafico intracelular de cobre mediante
ATPasas transportadoras de cobre y la
compartimentacion de este evitando la
toxicidad celular. Los estudios en humanos
que utilizan isétopos de cobre revelan una
eliminacion rapida y eficiente del cobre de la
circulacion portal (13,14). La excrecion biliar
es el unico mecanismo para la eliminacion
del cobre y la cantidad de cobre excretada
en la bilis es directamente proporcional al
tamario de la reserva de cobre hepatico (15).
Se  desconocen las  consecuencias
funcionales de la mayoria de las mutaciones,
la mas estudiada es la mutacion H1069Q en
el gen para ATP7B. En altas
concentraciones de cobre intracelular, esta
mutacion resulté en una inestabilidad
sensible a la temperatura de ATP7B,
mientras que el plegado y la estabilidad se
mantuvieron en condiciones de bajo
contenido de cobre. Por tanto, esta mutacion
permite la sintesis de ceruloplasmina hasta
cierto punto y se asocia con una enfermedad
neurolégica de aparicion tardia. Se han
descrito mas de 200 mutaciones distintas
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que causan enfermedades en este gen y
aproximadamente la mitad de estas
mutaciones son de tipo “non-sense” o “sin
sentido” (13,16).

La patogenia de la enfermedad hepatica de
Wilson es una consecuencia directa de la
acumulacién de cobre en los hepatocitos.
Inicialmente provoca dafio mitocondrial con
alteracion de la oxidacién de lipidos, lo que
resulta en una esteatosis hepatica marcada
(1).

La acumulacién de cobre prooxidante dentro
de las mitocondrias hepaticas conduce al
envejecimiento oxidativo prematuro del ADN
mitocondrial al causar mutaciones somaticas
del genoma mitocondrial. La liberacion de
cobre de los hepatocitos necroticos da como
resultado un estrés oxidativo que conduce a
un mayor dafio de los hepatocitos,
inflamacién y fibrogénesis. Si se agota la
capacidad del higado para almacenar cobre,
el cobre se libera a la circulacion y
practicamente todos los o6rganos lo
absorben, pero la toxicidad del cobre afecta
principalmente al sistema nervioso central.
Dado que el cobre no es absorbido por las
neuronas, el aumento de las cantidades de
cobre extracelular puede explicar el
mecanismo del dafo neuronal en la EW (1).
La EW puede presentarse en una variedad
de condiciones clinicas, siendo las mas
comunes la enfermedad hepatica y los
trastornos neuropsiquiatricos. Ninguno de
los signos clinicos es tipico y diagnostico.
Uno de los rasgos mas caracteristicos de la
EW es que no hay dos pacientes, ni siquiera
dentro de una familia, que sean iguales (3).
La mayoria de los pacientes con EW,
cualquiera que sea su presentacion clinica o
estado presintomatico, tienen algun grado
de enfermedad hepatica. La edad comun de
manifestacion hepatica es entre 8 y 18 afos,
pero la cirrosis ya puede presentarse en
nifos menores de 5 afos. Puede imitar
todas las formas de afecciones hepaticas
comunes, desde transaminasemia
asintomatica, hepatitis aguda o cronica,
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insuficiencia hepatica fulminante y cirrosis
(4).

Los anillos de Kayser-Fleischer son un sello
distintivo de la enfermedad, pero estan
ausentes en la mayoria de los pacientes. Se
encuentran en 95% de los pacientes con
sintomas neurolégicos, pero soélo en 50 a
60% de los pacientes sin sintomas
neuroldgicos y en 10% de los hermanos
asintomaticos. Estos anillos se manifiestan
como una franja oscura de color dorado o
verdoso que esta situada en la periferia de la
cornea, en el punto en donde esta se une
con la esclerética y se debe a la acumulacion
de cobre en la membrana de Descemet (1).
Los sintomas neurologicos generalmente se
desarrollan en la mediana edad o en los
afos veinte. Los sintomas iniciales pueden
ser muy sutiles, como temblores leves,
problemas del habla y de la escritura, y con
frecuencia se diagnostican erréneamente
como problemas de conducta asociados con
la pubertad. El sello distintivo de la EW
neurologica es un trastorno progresivo del
movimiento. Los sintomas mas comunes
son disartria, disfagia, apraxia y sindrome de
temblor-rigidez (parkinsonismo juvenil) (3).
El diagnostico de la EW generalmente se
basa en hallazgos clinicos tipicos vy
anomalias de laboratorio y puede realizarse
sin mas pruebas si se presentan dos de los
siguientes sintomas: anillos de Kayser-
Fleischer, sintomas neuroldgicos tipicos y
niveles bajos de ceruloplasmina sérica (13).
Ninguno de los parametros comunmente
utilizados por si solo permite un diagnéstico
seguro de la EW. Por lo general, es
necesaria una combinacion de varios
parametros de laboratorio para establecer
con firmeza el diagndstico. Los hallazgos de
biopsia  hepatica  generalmente  son
inespecificos y no ayudan directamente a
hacer el diagnéstico de la EW (4) (17).

Hoy en dia, el pilar del tratamiento de la EW
sigue siendo una terapia farmacolégica de
por vida. Segun la guia practica reciente de
la AASLD sobre la EW, el tratamiento inicial
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para pacientes sintomaticos debe incluir un
agente quelante (penicilamina o trientina). El
trasplante de higado, que corrige el defecto
hepatico subyacente en la EW en 80-90% de
los pacientes, se reserva para casos severos
o resistentes. Es el tratamiento de eleccién
en pacientes con enfermedad fulminante o
con cirrosis descompensada. El papel del
trasplante de higado en el tratamiento de
pacientes con EW neurolégica en ausencia
de insuficiencia hepatica es incierto (18)
(19).

CERULOPLASMINA

La ceruloplasmina es sintetizada en el
higado como una cadena polipeptidica
simple y se secreta como una a-2-
glicoproteina a nivel plasmatico. Puede ser
igualmente sintetizada por  células
integrantes de otros tejidos como los
monocitos, astrocitos y células Sertoli, y
desde un punto de vista funcional, interviene
transportando el 90% del cobre existente en
el plasma sanguineo ya que el otro 10% lo
transportara la albumina (20).

Pertenece a la familia de |las
multicuprooxidasas, se caracterizan desde
el punto de vista estructural por presentar
tres tipos de sitios de unién para el cobre con
caracteristicas espectroscopicas diferentes
y, desde el punto de vista funcional, por
catalizar la reduccion de una molécula de
oxigeno con formacion de una de agua, sin
la liberacion de intermediarios
potencialmente toxicos (3).

La ceruloplasmina posee actividad oxidasa
inespecifica, participando en reacciones de
oxidacion de multiples sustratos organicos e
inorganicos, no obstante, inicamente el i6n
Fe2+ se considera un sustrato biolégico para
esta enzima. Ademas, se ha descrito una
accion moduladora en procesos como la
coagulacioén, la angiogénesis, asi como una
capacidad inactivadora de aminas
biogénicas y de defensa frente al estrés
oxidativo. Asimismo, forma parte de la
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familia de proteinas sensibles a la
inflamacién que incluye la a-1-antitripsina,
haptoglobina, Proteina C Reactiva,
orosomucoide y fibrinbgeno cuyos niveles se
han visto asociados a factores de riesgo
cardiovascular como hipercolesterolemia,
aumento del peso corporal, diabetes e
hipertension arterial y en general son
marcadores de inflamacion al actuar como
proteinas de fase aguda positivas (21).

El gen de la ceruloplasmina esta localizado
en el cromosoma 3, siendo sintetizada ésta
como una apoproteina primordialmente en el
higado, a la que se le incorpora el cobre a
nivel del aparato de Golgi, siendo entonces
liberada en la sangre como
holoceruloplasmina, conteniendo 6 atomos
de cobre por molécula (22).

METODOS DE LABORATORIO

La combinacion de anillos de Kayser-
Fleischer y un nivel de concentracién de
ceruloplasmina sérica bajo (< 10 mg/dL) es
suficiente para establecer un diagnéstico, sin
embargo, cuando los anillos de Kayser-
Fleischer no estan presentes los niveles de
ceruloplasmina en sangre no son fiables, ya
que pueden ser bajos por otros motivos (por
ejemplo, hepatitis autoinmune, insuficiencia
hepatica severa, enfermedad celiaca,
aceruloplasminemia familiar). Por ello, para
muchos pacientes, podria ser necesaria una
combinacion de pruebas (3).

Ceruloplasmina sérica

Los niveles de ceruloplasmina en suero se
pueden medir enzimaticamente por su
actividad oxidasa dependiente de cobre
frente sustratos especificos, o mediante
ensayos con anticuerpos, como los
radioinmunoensayos, la inmunodifusion
radial, nefelometria e inmunoturbidimetria.
Los ensayos inmunoldgicos pueden
sobreestimar las concentraciones de
ceruloplasmina, ya que no discriminan entre
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apoceruloplasmina y holoceruloplasmina. En
la EW, por lo general, es inferior a 10 mg/dL.
Las concentraciones séricas de
ceruloplasmina se elevan por inflamacion
aguda, en estados asociados con
hiperestrogenemia, como el embarazo y la
suplementacion con estrégenos. Los niveles
de ceruloplasmina sérica se encuentran
tipicamente bajos en pacientes con
afectacién neurolégica debido a EW, pero
pueden estar en el rango normal o bajo en
aproximadamente la mitad de los pacientes
con enfermedad hepatica activa. Por otro
lado, la ceruloplasmina sérica puede estar
disminuida en otras enfermedades o
condiciones con gran pérdida de proteinas
por via renal o entérica, en sindromes de
malabsorcion o con enfermedad hepatica
grave en fase terminal de cualquier etiologia
(3).

Un estudio prospectivo sobre la
ceruloplasmina sérica, utilizandose como
prueba de cribado para la EW en pacientes
remitidos con enfermedad hepatica, mostré
que el valor predictivo de presentar un nivel
de ceruloplasmina por debajo de lo normal
era del 6%. En nifios con EW, 15-36% tenian
una concentracion de ceruloplasmina en el
rango normal (23).En un estudio de series de
casos, 12 de los 55 pacientes con EW tenian
niveles de ceruloplasmina normal y no
presentaban anillos de Kayser-Fleischer (4).
El valor predictivo positvo de Ia
ceruloplasmina sérica para el diagnostico de
la EW en la insuficiencia hepatica aguda es
muy bajo (24).En un estudio publicado en la
década pasada, la medicion de la actividad
oxidasa de la ceruloplasmina sérica fue
superior a los ensayos inmunoldgicos para el
diagnéstico de la EW, pero estas pruebas no
estan disponibles en los laboratorios
comunes (25).

Cobre sérico

Aunque es una enfermedad en la que se
produce acumulacién de cobre, el cobre
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sérico total (que incluye el cobre incorporado
en la ceruloplasmina) en la EW suele
disminuir en proporcion a la disminucién de
la concentracidon de ceruloplasmina en
sangre. En pacientes con dafo hepéatico
grave, el cobre sérico puede estar dentro del
rango normal, independientemente de si los
niveles de ceruloplasmina sérica son
elevados o bajos (20).

En el contexto de la insuficiencia hepatica
aguda debida a la EW, los niveles de cobre
sérico pueden incluso estar especialmente
elevados debido a la liberacion repentina del
metal desde los almacenes hepaticos. El
principal problema de utilizar el cobre no
unido a ceruloplasmina como prueba
diagnostica para la EW es que depende de
la adecuacion de los métodos para medir
tanto el cobre como la ceruloplasmina
séricos. Es de mas valor en el control de la
farmacoterapia que en el diagndstico de la
EW (24).

Excrecion urinaria de cobre

En los pacientes no tratados, la excrecion
urinaria de cobre en 24 horas refleja la
cantidad de cobre no unido a ceruloplasmina
circulante. En caso de insuficiencia renal, la
prueba no es aplicable. En los pacientes
sintomaticos no tratados, una excrecion de
cobre superior a 1,6 ymol/24h (100 pg/24h)
se toma como el diagndstico de la EW. Sin
embargo, la excrecién urinaria basal de
cobre en 24 horas puede ser menor que 1,6
umol/24h  en la presentacion de la
enfermedad en el 16-23% de los pacientes,
especialmente en nifios y hermanos
asintomaticos. Ademas, la interpretacion de
la excrecion urinaria de cobre en 24 horas
puede ser dificil debido a la coincidencia con
los niveles encontrados en otros tipos de
enfermedad hepatica (por ejemplo, hepatitis
autoinmune, enfermedad hepatica croénica
activa o colestasis y, en particular, durante la
insuficiencia hepatica aguda de cualquier
origen) (3).
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Concentracion de cobre en el parénquima
hepatico

La acumulacion de cobre en el higado es la
caracteristica distintiva de la EW. Sin
embargo, los colorantes especificos como
rodamina y la orceina revelan
acumulaciones de cobre en menos del 10 %
de los pacientes, ya que solo detectan las
deposiciones de cobre lisosomal. Por lo
tanto, la acumulacion hepatica de cobre no
puede ser descartada unicamente por la
evaluacién histoquimica de una biopsia de
higado. Por ello, la medicion de la
concentracion de cobre del parénquima
hepatico es el método de eleccion para el
diagnéstico de la EW (3).

RESULTADOS

El analisis de correlacion de Pearson
realizado a las 165 muestras mostré un
coeficiente de correlacion r = 0,84 (figura 1)
obtenido en el software Excel. El valor
minimo de actividad enzimatica fue de 0,6
UI/L, mientras que el valor maximo obtenido
fue de 332 UI/L. Por su parte el valor minimo
de concentracion sérica fue de 3 mg/dL,
mientras que el valor maximo obtenido fue
de 74 mg/dL.

Dentro de la categoria “valores menores al
limite inferior de referencia” se tomaron en
cuenta todos aquellos valores con un
resultado de actividad enzimatica menores a
55 UI/L, para un n = 43. Al realizar el analisis
de Pearson se obtuvo un coeficiente de
correlacion r = 0,40 (figura 2). El valor
minimo de actividad enzimatica fue de 0,6
UI/L, mientras que el valor maximo obtenido
fue de 54 UI/L. Por su parte el valor minimo
de concentracion sérica fue de 3 mg/dL,
mientras que el valor maximo obtenido fue
de 37 mg/dL.Dentro de la categoria “valores
dentro del intervalo de referencia” se
tomaron en cuenta todos aquellos valores
con un resultado de actividad enzimatica
entre 55 UI/L y 150 UI/L, para un n = 79. Al
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realizar el analisis de Pearson se obtuvo un
coeficiente de correlacion r = 0,44 (figura 3).
El valor minimo de actividad enzimatica fue
de 57 UI/L, mientras que el valor maximo
obtenido fue de 150 UI/L. Por su parte el
valor minimo de concentracién sérica fue de
10 mg/dL, mientras que el valor maximo
obtenido fue de 42 mg/dL.

Dentro de la categoria “valores mayores al
limite superior de referencia” se tomaron en
cuenta todos aquellos valores con un
resultado de actividad enzimatica mayor a
150 UI/L, para un n = 43. Al realizar el
analisis de Pearson se obtuvo un coeficiente
de correlacién r = 0,74 (figura 4). El valor
minimo de actividad enzimatica fue de 152
UI/L, mientras que el valor maximo obtenido
fue de 332 UI/L. Por su parte el valor minimo
de concentracion sérica fue de 26 mg/dL,
mientras que el valor maximo obtenido fue
de 74 mg/dL.

DISCUSION

El diagndstico temprano de la EW es
esencial porque un tratamiento especifico de
por vida puede prevenir una mayor lesion
hepatica y complicaciones neurologicas en
la mayoria de los casos. Especialmente en
pacientes con enfermedad hepatica, el
diagnostico de EW es a menudo dificil, ya
que ninguno de los parametros de
diagnostico comunmente utilizados
proporciona un grado razonable de certeza
para establecer o excluir el diagndstico de
EW (25). Aunque la deficiencia de
ceruloplasmina, por lo tanto, podria
representar solo un epifenémeno de EW, la
concentraciéon sérica de ceruloplasmina se
considera una prueba de laboratorio util para
el diagnostico de EW.

Sin embargo, en un estudio sélo el 73% de
los pacientes con EW con mutacion
confirmada por métodos moleculares, que
presentaban enfermedad hepatica cronica,
tenian concentraciones de ceruloplasmina
sérica menores a 20 mg/dL (4).
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Figura 1. Estudio de correlacion entre la actividad enzimatica y la concentracion de la
ceruloplasmina sérica
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Figura 2. Estudio de correlacion entre la actividad enzimatica y la concentracién de la
ceruloplasmina sérica para la categoria “valores menores al limite inferior de referencia”
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Figura 3. Estudio de correlacion entre la actividad enzimatica y la concentracion de la
ceruloplasmina sérica para la categoria “valores dentro del intervalo de referencia”
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Figura 4. Estudio de correlacion entre la actividad enzimatica y la concentracién de la
ceruloplasmina sérica para la categoria “valores mayores al limite superior de referencia”
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confirmada por métodos moleculares, que
presentaban enfermedad hepatica cronica,
tenian concentraciones de ceruloplasmina
sérica menores a 20 mg/dL (4).

En pacientes con deterioro de la funcién
hepatica debido a una enfermedad hepatica
grave (aguda o crénica), el valor diagndstico
de la ceruloplasmina puede verse afectado,
ya que su nivel sérico puede disminuir,
presumiblemente debido a la falla de las
funciones sintéticas del higado (5).

La mayoria de los laboratorios de rutina
utilizan el método inmunoldgico para
determinar la ceruloplasmina sérica, que
desafortunadamente reconoce tanto la
apoceruloplasmina biolégicamente inactiva
como la holoceruloplasmina biolégicamente
activa cargada con cobre. En los pacientes
con EW, la ceruloplasmina no se carga
adecuadamente con cobre y, por lo tanto, se
excreta parcialmente en el suero como
apoceruloplasmina que carece de actividad
enzimatica (25).

Por tanto, especialmente en pacientes con
EW, Ila actividad enzimatica de |la
ceruloplasmina sérica deberia tener un valor
diagnoéstico mayor que su concentracion
medida inmunolégicamente (25).

Se sabe que los parametros de diagnéstico
establecidos: excrecidon urinaria de cobre,
concentracion sérica de ceruloplasmina y
nivel sérico de cobre tienen sensibilidades y
especificidades de solo 80-90%. La
medicion del contenido de cobre hepatico
tiene una alta sensibilidad de 96,5%, pero
requiere una biopsia hepatica invasiva. En
un estudio se demostré6 que el ensayo
enzimatico de ceruloplasmina tiene una
especificidad mucho mayor para
diagnosticar la EW que el ensayo
inmunoldégico (100% vs. 78,8%), mientras
que ambas pruebas tienen las mismas
sensibilidades (93,6%) (25).

El método enzimatico mide la
holoceruloplasmina activa biolégica
exclusivamente, mientras que la prueba
inmunolégica de ceruloplasmina mide la
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ceruloplasmina total, es decir tanto la ApoCp
como la HCp, dado lo anterior se puede decir
que el ensayo de tipo inmunolégico puede
conducir a una sobreestimacién de la
cantidad total de ceruloplasmina funcional
en el suero en individuos que producen
niveles mas altos de ApoCp circulante, esta
teoria esta respaldada por el trabajo de Gow
y colaboradores en 2000 (5). Por otra parte,
en un analisis extenso de la medicion de
ceruloplasmina y cobre en 106 pacientes
con EW, demostré6 que los valores de
ceruloplasmina obtenidos
inmunologicamente eran consistentemente
mas altos que los valores de ceruloplasmina
oxidasa (5).

En el presente trabajo se evidencia que los
coeficientes de correlacion obtenidos en las
165 muestras, asi como en los 3 subgrupos
estdn muy lejos de demostrar una buena
correlacion  estadistica entre  ambas
metodologias. Lo anterior es consistente en
un estudio realizado con pacientes
diagnosticados con EW y se observa una
discrepancia de los niveles de
ceruloplasmina obtenidos por el ensayo
enzimatico e inmunoldgico de
ceruloplasminay se refleja en ese estudio en
la correlacidon mas débil siendo de r = 0,70
(25).

En el estudio por Merle y colaboradores (25),
ademas demostraron la utilidad de la
determinacion de la actividad enzimatica de
la ceruloplasmina en pacientes con EW
mediante el método descrito por Schosinsky
en 1974 (6), y concluyen que el método es
suficientemente simple para ser adecuado
para el uso clinico de rutina, y afirman que la
medicion de la actividad oxidasa de la
ceruloplasmina en suero es una prueba
bioquimica discriminatoria para diagnosticar
o excluir la EW de forma no invasiva y por
ultimo sentencié que esa prueba arrojé una
excelente especificidad y wuna alta
sensibilidad para el diagndstico de EW.

Las concentraciones bajas de
ceruloplasmina sérica, generalmente
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detectadas con el uso de un ensayo
inmunolégico, se usan comunmente en la
practica como un indicador de diagndstico
de la EW. La prueba inmunoldgica es rapida
(generalmente se realiza con el uso de
nefelometria o turbidimetria automatizada) y
proporciona una medida precisa de la
ceruloplasmina total, pero no distingue entre
HCp y ApoCp, sin embargo, se demostrado
que los valores de ceruloplasmina obtenidos
con el uso de un ensayo inmunolégico
pueden ser considerablemente mas altos
que los medidos enzimaticamente, y es que
la medicién de la cantidad total de proteina
ceruloplasmina puede no reflejar la actividad
de la enzima ceruloplasmina en el suero. El
uso de la prueba de oxidasa también es mas
apropiado para la identificacion de
aceruloplasminemia hereditaria, que, como
la  EW, puede causar enfermedad
neurologica (26).

La aparicion de una respuesta inflamatoria,
que podria aumentar el nivel de ApoCp
circulante en el rango normal, o un aumento
de la concentracion de una oxidasa sérica
adicional puede contribuir a la mala
correlacion observada en estas muestras.
Un componente sérico adicional con
actividad oxidasa puede explicar la mayor
actividad oxidasa observada en el ensayo
enzimatico en comparacion con la
concentracion detectada
inmunolégicamente, como también se
observa en la EW (26).

Un valor disminuido de ceruloplasmina
sérica evaluado inmunoldgicamente puede
ser beneficioso en el diagnéstico del
diagnéstico de EW, pero el uso de la prueba
de oxidasa para la evaluacion de
ceruloplasmina es probablemente mas
informativo, particularmente en el caso de
disfuncion neuroldgica. Los pacientes con
niveles aparentemente normales de
ceruloplasmina, pero baja actividad oxidasa
podrian ser excluidos erroneamente de las
pruebas adicionales para EW, y es
precisamente lo que se persigue en este
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estudio, evitar los falsos negativos para esta
enfermedad demostrando la  pobre
correlacion existente entre la medicién de
ceruloplasmina sérica medida por
inmunoturbidimetria y la determinada por
actividad enzimatica.

CONCLUSIONES

Si bien la degeneracion hepatolenticular es
una enfermedad rara en todo el mundo, es
mucho mas comun en Costa Rica. En las
ultimas décadas se han logrado importantes
avances relacionados con la patologia a
través de una serie de acciones y esfuerzos
en politica de salud, politica y trabajo
multidisciplinario.

Debido a la importancia que se le da a la
concentracion reducida de ceruloplasmina
como indicador de EW vy la pobre correlacion
con los resultados enzimaticos, el uso de
inmunoensayos automatizados para la
evaluacion de ceruloplasmina puede
dificultar la identificacion de pacientes con
EW. El uso del ensayo enzimatico para
medir la actividad oxidasa de |la
ceruloplasmina es un indicador mas
apropiado y biolégicamente relevante de la
ceruloplasmina sérica.

Los sintomas neurologicos o hepaticos y los
valores reducidos de ceruloplasmina
oxidasa deben considerarse indicadores
fuertes de una posible EW y deben estimular
un analisis adicional. Sin embargo, incluso
los pacientes con valores normales de
ceruloplasmina sérica deben considerarse
para ensayos adicionales, particularmente
cobre en orina de 24 horas.

Debido a que el tratamiento de la EW es
eficaz, se han realizado esfuerzos a nivel
mundial para desarrollar un ensayo
adecuado para el cribado de la poblacién o
subpoblacion para detectar esta afeccion
potencialmente mortal. Estudios que se
basan en la deteccion inmunoldgica de
ceruloplasmina en suero o sangre seca
puede conducir a una subestimacion de la
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prevalencia de la EW. El desarrollo de un
ensayo de ceruloplasmina oxidasa de alto
rendimiento podria ser mas relevante en el
diagnéstico de EW.

Finalmente, se recomienda al LCHSJD no
realizar determinaciones de ceruloplasmina
sérica basadas Unicamente en la
concentracién de esta proteina llevadas a
cabo por inmunoturbidimetria,
especialmente en pacientes con sospechas
diagnosticas por EW, ya que como se
demostro en el presente trabajo existe una
baja correlacion entre las 2 metodologias
disponibles en todo su rango analitico, a
valores menores al limite inferior de
referencia, a valores dentro del intervalo de
referencia y a valores mayores al limite
superior de referencia determinados por la
metodologia de la actividad enzimatica que
es considerado aun el estandar de oro para
la determinacion de esta proteina.

Los autores declaran no tener conflicto
de interés.
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