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Resumen

La enfermedad de Wilson es un trastorno autosémico recesivo del metabolismo del cobre,
que produce cirrosis hepatica y degeneracion neuronal. Se realizd un estudio analitico,
experimental, con el objetivo principal de determinar la concentracion 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. Se
analizaron 165 muestras de suero por dos metodologias distintas para determinar
ceruloplasmina séricay se realizd un estudio de correlacion de Pearson para las 165 muestras
entre el método considerado como referencia que es la actividad enzimética y la
concentracion sérica que es el método de estudio. Adicionalmente, 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 realizo un estudio de correlacion de
Pearson para cada grupo. Se evidenci6 que existe una pobre correlacion 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 diagndsticas por Enfermedad de Wilson, ya que como se demostro en el presente
trabajo existe una baja correlacién entre las 2 metodologias disponibles en todo su intervalo
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.

Palabras clave: Ceruloplasmina, Holoceruloplasmina, Apoceruloplasmina,
Enfermedad de Wilson, actividad enzimatica, inmunoturbidimetria.
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Introduccion

La enfermedad de Wilson (EW) es un trastorno autosémico recesivo del metabolismo del
cobre, que produce cirrosis hepética y degeneracion neuronal. La enfermedad es progresiva
y, en ultima instancia, mortal si no se trata y es probablemente la causa mas frecuente de
enfermedad hepatica cronica en los nifios. Se ha sugerido que al menos la mitad de los
pacientes con EW nunca son diagnosticados y mueren por una enfermedad no tratada

(Ferenci, Pathophysiology and Clinical Features, 2004).

La acumulacién de cobre ocurre tanto en el higado como en el sistema nervioso central,
especialmente en los ganglios basales. 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
prondstico desfavorable. A pesar del tratamiento agresivo, su calidad de vida a menudo se ve
comprometida de forma permanente (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL:
Enfermedad de Wilson, 2012).

La edad al inicio varia ampliamente, y aunque 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 hepaética y temblor o distonia (Ferenci, Pathophysiology and Clinical Features,
2004).

Estudios indicaron que la concentracion serica de la holoceruloplasmina (HCp) y la actividad
oxidasa eran bajas en el 95% de los pacientes sintomaticos con EW. Por tanto, un resultado
de ceruloplasmina sérica disminuida en asociacion con algunos otros parametros clinicos y

genéticos suele conducir a un diagnéstico de EW. Sin embargo, las personas que reciben el
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diagnostico de EW pueden preseleccionarse sobre la base de un nivel bajo de ceruloplasmina

sérica (Yapur, Bustos, Gonzélez, & Negri, 2007).

Por otra parte, pacientes con EW que presentan concentraciones normales de ceruloplasmina
se han documentado y se siguen identificando muchos casos. En un estudio de pacientes con
EW confirmada por técnicas moleculares y mutaciones que presentaban enfermedad hepatica
cronica, encontraron que aproximadamente un tercio tenian concentraciones séricas normales
de ceruloplasmina, determinadas por métodos inmunoldgicos (Steindl, 1997). Gow y
colaboradores (2000) también describen la dificultad de diagnosticar la EW en 4 pacientes

con concentraciones normales de ceruloplasmina sérica.

En la actualidad, el desarrollo y la aplicacion de ensayos inmunoldgicos disponibles
comercialmente es cada vez mayor en los laboratorios clinicos, generalmente nefelometria

automatizada o inmunoturbidimétricos para detectar ceruloplasmina sérica (Walshe, 2003).

Los anticuerpos usados en estos ensayos reconocen tanto la HCp funcional como la
apoceruloplasmina (ApoCp) no funcional. Por el contrario, el ensayo de la actividad oxidasa

mide solo HCp, que es la forma funcionalmente activa de la proteina (Gow, y otros, 2000).

El ensayo de tipo inmunolégico puede conducir a una sobreestimacion de la cantidad total
de ceruloplasmina funcional en el suero en individuos que producen niveles més altos de
ApoCp circulante, esta teoria esta respaldada por el trabajo de Gow y colaboradores (2000).
Por otra parte, Walshe (2003) en un analisis extenso de la medicién de ceruloplasmina y
cobre en 106 pacientes con EW, demostré que los valores de ceruloplasmina obtenidos
inmunoldgicamente eran consistentemente mas altos que los valores de ceruloplasmina

oxidasa.

Debido a la dindmica de trabajo del Laboratorio Clinico del Hospital San Juan de Dios
(LCHSJD), las muestras que se reciben para el analisis de ceruloplasmina sérica pueden ser
referidas al Laboratorio de Nefrologia o bien pueden ser enviadas la Laboratorio de

Inmunologia. Existe en la oferta de analisis del LCHJSD dos determinaciones de

12



ceruloplasmina serica, en un caso se determina la concentracion en suero por una
metodologia inmunoturbidimétrica realizada en el Laboratorio de Inmunologia, y en el otro
caso se realiza la determinacion de la actividad enzimatica de la ceruloplasmina en el

Laboratorio de Nefrologia.

Actualmente el LCHSJD es el centro de referencia a nivel de la Caja Costarricense de Seguro
Social que realiza la determinacién de ceruloplasmina sérica, sin embargo existe un
desconocimiento por parte del personal médico sobre la existencia de dos metodologias
distintas que pueden ser realizadas en este centro médico, por lo que no existe un criterio o
consenso estandarizado sobre cuéles ameritan la determinacion de concentracion sérica y
cudles deben ser procesadas para su determinacién de la actividad enzimatica. Ciertamente,
en muchos casos la solicitud médica indica en el diagndstico que es por estudio de
Enfermedad de Wilson, por lo que a criterio del Microbiodlogo Quimico Clinico se realiza la
determinacion de la actividad enzimatica, pero en otros casos no se especifica en la orden
médica la sospecha diagnostica y se procesa por la metodologia para determinar la

concentracion sérica.

Se tiene evidencia en la literatura sobre las diferencias significativas en cuanto al desempefio
analitico que poseen ambas metodologias, asi como la utilidad diagndstica de la
determinacion de ceruloplasmina sérica principalmente para la Enfermedad de Wilson al

cuantificar su concentracion sérica y su actividad enzimatica.
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Problema

Se desconoce cual metodologia de determinacidn 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 seguin 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.

Justificacion

El LCHSJD es considerado el laboratorio clinico de referencia de la red de centros de salud
de la Caja Costarricense de Seguro Social que en la actualidad realiza la determinacion de
ceruloplasmina sérica, razon por la cual se reciben muestras provenientes de todas las partes
del pais. Asi las cosas, se considera de suma importancia cuidar meticulosamente cada
aspecto basico relacionado con dicho andlisis, especialmente en las metodologias analiticas
disponibles para que sean de mayor utilidad diagnostica en cuanto a la Enfermedad de

Wilson.

14



Objetivo general

» Determinar el grado de relacion que existe entre la actividad enzimética y la
concentracion de la ceruloplasmina sérica a través de un estudio de correlacion para

valorar su utilidad clinica.

Objetivos especificos

» Conocer la fisiopatologia y caracteristicas clinicas de la Enfermedad de Wilson para
relacionar la importancia del aporte diagndstico de la determinacion de la

ceruloplasmina sérica.

» Realizar un analisis estadistico de correlacion de actividad enzimética versus
concentracion de ceruloplasmina en un grupo de muestras con valores bajos, valores

dentro del intervalo de referencia y valores altos para valorar su utilidad clinica.

» Recomendar una estrategia diagndstica con el fin de reducir la duplicidad de pruebas
realizadas de ceruloplasmina sérica en el laboratorio clinico del Hospital San Juan de

Dios.
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MARCO TEORICO

Antecedentes

La enfermedad de Wilson, también denominada degeneracion hepatolenticular, es un
trastorno genético poco comun que causa una acumulacién excesiva de cobre en el higado y
el cerebro y es fatal si no se detecta y trata. La enfermedad recibié su nombre en honor al
médico Samuel Alexander Kinnier Wilson, quien en 1912 inform6 sobre hallazgos
patoldgicos de degeneracion lenticular en el cerebro asociada con cirrosis hepatica (Urrutia,
lleana, Sanabria, & Sanchez, 2017).

La epidemiologia de la EW varia en todo el mundo, se estima que la patologia afecta
aproximadamente a 1 de 30 000 personas. Paises como Costa Rica y Japon muestran la
prevalencia més alta, casi duplicando los informes a nivel mundial, aspecto que se ha

convertido en un problema de salud (Urrutia, lleana, Sanabria, & Sanchez, 2017).

El elevado nimero de casos en Costa Rica podria explicarse por las altas tasas de
consanguinidad en el pais, en las que hubo un pequefio nimero de familias fundadoras y que
se remonta al siglo XVII1'y bajas tasas de migracion. A pesar de la alta incidencia de EW en
Costa Rica, en la actualidad, la relacion entre el nimero de muertes por degeneracion
hepatolenticular y la mortalidad por otras enfermedades hepaticas no estd muy definida. Por
ello, un grupo de pioneros ha estado trabajando juntos en los Gltimos afios con el objetivo de
estudiar a fondo esta enfermedad y crear pautas de tratamiento y diagnostico especificas para
la region (Urrutia, lleana, Sanabria, & Sanchez, 2017).

En 1970, el médico Antillon-Salazar informo del primer paciente con EW en Costa Rica, un

hombre de 17 afios. Casi al mismo tiempo, en Canada, Karl Schosinsky, un costarricense
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contribuyd al desarrollo de un metodo enzimatico cuantitativo preciso para la determinacion
de ceruloplasmina sérica. Aproximadamente trece afios después, el Dr. Hevia Urrutia, trato
a dos pacientes jovenes con insuficiencia hepatica fulminante en el mismo mes, una
condicion rara en ese momento. En 1989, la incidencia de EW en Costa Rica se informo de
4,9 por 100 000 habitantes, la mas alta del mundo. Dado que la determinacion varia mucho
segun la ubicacion, las regiones costarricenses con alta incidencia fueron identificadas y
ubicadas en la parte central del pais, mostrando una gran similitud con los ndcleos de

colonizacién (Urrutia, lleana, Sanabria, & Sanchez, 2017).

En 2009, se describié la presentacion clinica y las caracteristicas demograficas de los
pacientes pediatricos con EW de Costa Rica, que mostraron caracteristicas similares a las de
los nifios diagnosticados en otros paises. Como en todo el mundo, en Costa Rica los pacientes
con EW con insuficiencia hepatica fulminante son prioritarios para el trasplante de higado,
sin embargo, cuando esto no es una opcion, se administra un tratamiento médico innovador
con prostaglandinas, vitamina E y hemoperfusiéon. En Costa Rica este protocolo de manejo
se ha utilizado en los ultimos 10 afios y ha mostrado resultados positivos en al menos cuatro
pacientes. En 2015 se cre6 una alianza de colaboracion que incluye gastroenter6logos,
investigadores, neurdlogos, psicélogos, psiquiatras, cirujanos, genetistas, asi como otros
proveedores de atencion médica. El propdsito principal de esta alianza nacional es modificar
la forma en que se brinda atencién médica a los pacientes con EW (Urrutia, lleana, Sanabria,
& Sénchez, 2017).

En 1990, se informd que entre 1972 y 1989, se diagnosticaron 150 casos de EW en Costa
Rica, de estos 120 fueron tratados en el Hospital San Juan de Dios, y 7 pacientes murieron
de insuficiencia hepatica aguda, anemia hemolitica, encefalopatia, hemorragia
gastrointestinal o insuficiencia renal (Herra, Hevia, Vargas, & Schosinsky, 1989). Al mismo
tiempo, debido a la alta prevalencia de la EW en Costa Rica, se establecieron grupos de
trabajo interhospitalarios a nivel nacional, integrados por médicos, microbidlogos y
patologos, para analizar diferentes métodos de diagnostico del metabolismo del cobre en
busca de precision y efectividad. EI Dr. Hevia Urrutia y un grupo de pacientes fundaron en

1989 la Asociacion Costarricense de Pacientes con Enfermedad de Wilson, cuyo objetivo de
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esta asociacion era reunir a los pacientes con EW y sus familias para informar, educar y
discutir informacidn valiosa sobre medicamentos, atencién médica, investigacion, deteccién

familiar y apoyo (Urrutia, lleana, Sanabria, & Sanchez, 2017).

Durante 1997, la determinacion de las mutaciones genéticas especificas para los pacientes
con EW de Costa Rica demostro ser diferente de las mutaciones en los pacientes
estadounidenses y en la mayor parte de Europa; sin embargo, las mutaciones observadas en
estos pacientes fueron las mismas que las encontradas en pacientes con EW en Sicilia, Italia.
Desde entonces, el mapeo genético familiar de la enfermedad de Wilson ha sido una
importante linea de investigacion y ha identificado otras mutaciones genéticas que afectan
tanto a la poblacién como a las familias mas afectadas del pais (Urrutia, lleana, Sanabria, &
Séanchez, 2017).

Ceruloplasmina

La ceruloplasmina (Cp) (ferroxidasa - I, EC 1.16.3.1.) es sintetizada en el higado como una
cadena polipeptidica simple, la ceruloplasmina se secreta como una a-2-glicoproteina a nivel
plasmatico. Si bien, puede ser igualmente sintetizada por células integrantes de otros tejidos
como los monocitos, astrocitos y células Sertoli, 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 aloumina (Gow, y otros, 2000).

Pertenece a la familia de las multicuprooxidasas. Estas enzimas constituyen un grupo de
proteinas evolutivamente conservado. Se caracterizan desde el punto de vista estructural por
presentar tres tipos de sitios de unidn para el cobre con caracteristicas espectroscopicas
diferentes y, desde el punto de vista funcional, por catalizar la reduccién de una molécula de
oxigeno con formacién de una de agua, sin la liberacion de intermediarios potencialmente
toxicos (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).

La ceruloplasmina posee una actividad oxidasa inespecifica, participando en reacciones de

oxidacion de multiples sustratos organicos e inorganicos, como el i6n Fe?*, benzidina, p-
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fenilendiamina, N y N-dimetilfenilendiamina entre otros. No obstante, Ginicamente el ion Fe?*
se considera un sustrato bioldgico para esta enzima. Por otra parte, se ha descrito una accién
moduladora en procesos como la coagulacion, la angiogénesis, asi como una capacidad
inactivadora de aminas biogénicas y de defensa frente al estres oxidativo. Asimismo, forma
parte de la familia de proteinas sensibles a la inflamacion que incluye la a-1-antitripsina,
haptoglobina, Proteina C Reactiva, orosomucoide y fibrindgeno 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 (Aguilar, Gonzalez, Perona, & Alvarez, 2011).

El gen de la Cp estd localizado en el cromosoma 3, siendo sintetizada ésta como una
apoproteina (apoceruloplasmina) 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 &tomos de cobre por molécula. La concentracion
intracelular de cobre no afecta la sintesis o secrecién de apoceruloplasmina (Yapur, Bustos,
Gonzélez, & Negri, 2007).

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. Reviste vital importancia para
procesos tan diversos como 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 (Culotta & Gitlin, 2001).

Existen vias especificas que permiten el trafico intracelular y la compartimentacion de cobre,
asegurando una adecuada sintesis de cuproproteinas evitando la toxicidad celular. Los
estudios en humanos que utilizan is6topos de cobre revelan una eliminacion rapiday eficiente
del cobre de la circulacion portal (Sternlieb, 1990). Cuatro horas después de una dosis
trazadora de Cu, més del 95% de este is6topo es eliminado de la circulacion por el higado, y

en 24 horas reaparece del 6 al 8% incorporado a la ceruloplasmina, que como se ha

19



mencionado es una ferroxidasa que contiene mas del 95% del cobre que se encuentra en el
plasma. La excrecion biliar es el inico mecanismo para la eliminacion del cobre y la cantidad
de cobre excretada en la bilis es directamente proporcional al tamafio de la reserva de cobre
hepatico (Hellman & Gitlin, 2002).

El tréfico de cobre en y a través de los hepatocitos implica varias proteinas de transporte:

Transportador de cobre 1 (Ctrl): es una proteina de membrana involucrada en la captacion

de cobre en la membrana plasmatica de los hepatocitos. Ctrl se expresa en multiples tipos de
células, incluidos hepatocitos y lineas celulares derivadas de hepatoma, y transporta cobre

con alta afinidad de una manera saturable y especifica de metal (Hellman & Gitlin, 2002).

Metalotioneinas (MT): son un grupo de proteinas intracelulares ricas en cisteina capaces de

unirse a iones metalicos, incluidos cobre, cadmio y zinc. MT | y MT Il, se expresan
ubicuamente en todos los tipos de células, incluidos los hepatocitos, y tienen un papel
fundamental para proteger las proteinas intracelulares de la toxicidad del cobre (Hellman &
Gitlin, 2002).

Metalochaperonas: median la entrega de cobre a proteinas especificas en circunstancias

fisioldgicas y estan implicados en la transferencia de cobre de la metalotioneina al sitio de
sintesis de proteinas que contienen cobre. La chaperona citoplasmatica de cobre atox1 es
necesaria para la entrega de cobre a la ATPasa de Wilson (ATP7B) en la via secretora de
hepatocitos. Los estudios bioquimicos y estructurales de atox1 revelan que la transferencia
de cobre a ATP7B estd mediada por la interaccién directa proteina-proteina. El analisis de
mutaciones especificas en pacientes con enfermedad de Wilson revela que la unién de Atox1
y la transferencia de cobre en esta regién amino-terminal son necesarias para el metabolismo
hepatico normal del cobre. En el entorno de la célula que limita el cobre, la liberacion de
cobre por atox1 es responsable de iniciar la actividad catalitica y el trafico intracelular de

ambas ATPasas transportadoras de cobre (Hellman & Gitlin, 2002).

20



ATP7B: es el producto del gen de la enfermedad de Wilson localizado en el cromosoma 13
y reside en hepatocitos en la red trans-Golgi, que transporta el cobre a la via secretora para
su incorporacién en apoceruloplasmina y excrecion en la bilis (Hellman & Gitlin, 2002).

Hasta ahora, se han descrito méas de 200 mutaciones distintas que causan enfermedades en
este gen y aproximadamente la mitad de estas mutaciones son de tipo “non-sense” 0 “sin
sentido”. Se desconocen las consecuencias funcionales de la mayoria de las mutaciones, la
mas estudiada es la mutacion H1069Q. En altas concentraciones de cobre intracelular, esta
mutacion resultd 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 neuroldgica de aparicion tardia. H1069Q también es responsable de la
orientacion adecuada de ATP en el sitio catalitico de ATP7B antes de la hidrolisis de ATP
(Sternlieb, 1990).

La patogenia de la enfermedad hepéatica de Wilson es una consecuencia directa de la
acumulacion de cobre en los hepatocitos. Inicialmente provoca dafio mitocondrial con
alteracion de la oxidacion de lipidos, lo que resulta en una esteatosis hepatica marcada. El
patron de defectos enzimaticos sugiere que la formacion de radicales libres y el dafio
oxidativo, probablemente mediado por la acumulacion de cobre mitocondrial, son
importantes en la patogénesis de la EW (Ferenci, Pathophysiology and Clinical Features,
2004).

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 necroéticos da como
resultado un estrés oxidativo que conduce a un mayor dafio de los hepatocitos, inflamacion
y fibrogénesis. La patogenia de la enfermedad de Wilson neuroldgica es menos clara. Si se
agota la capacidad del higado para almacenar cobre, el cobre se libera a la circulacion y
practicamente todos los oOrganos lo absorben, pero la toxicidad del cobre afecta

principalmente al sistema nervioso central. Dado que el cobre no es absorbido por las
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neuronas, el aumento de las cantidades de cobre extracelular puede explicar el mecanismo
del dafio neuronal en la enfermedad de Wilson. La variacion genética de la apolipoproteina
E tiene un impacto importante en la aparicion de sintomas neuroldgicos en homocigotos
H1069Q (Ferenci, Pathophysiology and Clinical Features, 2004).

La enfermedad de Wilson 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 més caracteristicos de la
enfermedad de Wilson es que no hay dos pacientes, ni siquiera dentro de una familia, que
sean iguales. Los primeros sintomas, si €S que estan presentes, no son caracteristicos ni
especificos. Las manifestaciones infrecuentes de la enfermedad de Wilson son hipercalciuria
y nefrocalcinosis, condrocalcinosis y osteoartritis y manifestaciones cardiacas (Ferenci,
Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).

Anillos Kayser-Fleischer

Este anillo es un sello distintivo de la enfermedad, pero no siempre esta presente. Los anillos
de Kayser-Fleischer se encuentran en 95% de los pacientes con sintomas neuroldgicos, pero
solo en 50 a 60% de los pacientes sin sintomas neurolégicos y en 10% de los hermanos
asintomaticos. Estos anillos se manifiestan como una franja oscura de color dorado o verdoso
que esté situada en la periferia de la cornea, en el punto en donde esta se une con la esclerética
y se debe a la acumulacién de cobre en la membrana de Descemet (Ferenci, Pathophysiology
and Clinical Features, 2004).

Enfermedad del higado

La mayoria de los pacientes con enfermedad de Wilson, cualquiera que sea su presentacion
clinica o estado presintomatico, tienen algun grado de enfermedad hepatica. La enfermedad
hepética crénica (si no se diagnostica ni se trata) puede preceder a la manifestacion de los
sintomas neuroldgicos durante muchos afios. La edad comun de manifestacion hepatica es

entre 8 y 18 afos, pero la cirrosis ya puede presentarse en nifios menores de 5 afios. Por otro
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lado, la enfermedad de Wilson también se diagnostica en pacientes que presentan enfermedad
hepatica cronica avanzada en sus 50 o0 60 afios. Ademas, la enfermedad hepatica puede imitar
todas las formas de afecciones hepaticas comunes, que van desde transaminasemia
asintomatica, hepatitis aguda o crénica, insuficiencia hepatica fulminante y cirrosis. La
hepatitis wilsoniana aguda es indistinguible de otras formas de enfermedades hepaticas
agudas (virales o toxicas). La enfermedad puede deteriorarse rapidamente y parecerse a una
insuficiencia hepética fulminante (Steindl, 1997).

Grandes cantidades de cobre almacenado se liberan de los hepatocitos necréticos e inducen
una severa anemia hemolitica que complica la enfermedad hepética aguda. El diagndstico
rapido puede resultar muy dificil. La combinacion de anemia, ictericia marcada y actividades
de las aminotransferasas relativamente bajas en pacientes jovenes siempre debe suscitar la
sospecha de enfermedad de Wilson aguda (Ferenci, Pathophysiology and Clinical Features,
2004).

Los anillos de Kayser-Fleischer y las anomalias neuroldgicas estan ausentes en la mayoria
de los pacientes. La mejor prueba de diagndstico es la cuantificacion de cobre en material de
biopsia 0 en el higado explantado. La enfermedad hepéatica wilsoniana crénica puede
presentarse con un sindrome clinico indistinguible de la hepatitis crénica de otra etiologia.
Con cierta frecuencia, los anillos de Kayser-Fleischer estan ausentes y la ceruloplasmina
plasmética se encuentra en el rango normal. Sin tratamiento, los pacientes se deterioran
progresivamente 'y eventualmente mueren de insuficiencia hepatica (Ferenci,

Pathophysiology and Clinical Features, 2004).

Presentacion neuroldgica

Los sintomas neurologicos generalmente se desarrollan en la mediana edad o en los afios
veinte, pero también puede presentarse mucho mas tarde entre los 45 a 55 afios. Los sintomas
iniciales pueden ser muy sutiles, como temblores leves, problemas del habla y de la escritura,
y con frecuencia se diagnostican errdneamente como problemas de conducta asociados con
la pubertad (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).
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El sello distintivo de la enfermedad de Wilson neuroldgica es un trastorno progresivo del
movimiento. Los sintomas mas comunes son disartria, disfagia, apraxia y sindrome de
temblor-rigidez (parkinsonismo juvenil) (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL.:
Enfermedad de Wilson, 2012).

Presentacion psiquiatrica

Aproximadamente un tercio de los pacientes presentan inicialmente anomalias psiquiatricas.
Los sintomas pueden incluir rendimiento reducido en la escuela o en el trabajo, depresion,
estado de animo muy labil, exhibicionismo sexual y psicosis franca. Con frecuencia, los
adolescentes con problemas en la escuela o el trabajo son remitidos para recibir
asesoramiento psicolégico y psicoterapia. Algunos pacientes son hospitalizados en

instituciones psiquiatricas por psicosis (Gow, y otros, 2000).

Diagnostico clinico

El diagndstico de la enfermedad de Wilson generalmente se basa en hallazgos clinicos tipicos
y anomalias de laboratorio y puede realizarse sin mas pruebas si se presentan dos de los
siguientes sintomas: anillos de Kayser-Fleischer, sintomas neurolégicos tipicos y niveles
bajos de ceruloplasmina sérica (Sternlieb, 1990). Un examen clinico cuidadoso realizado por
un neurélogo experimentado es mas sensible que cualquier otro método para detectar
anomalias neuroldgicas. La resonancia magnética cerebral (IRM) es util para documentar el
alcance de los cambios en el sistema nervioso central. Las anomalias mas comunes son
cambios en la intensidad de la sefial de la sustancia gris y blanca y atrofia del ntcleo caudado,
tronco encefélico, hemisferios cerebrales y cerebelosos. Con el tratamiento, algunas de las
anomalias de la resonancia magnética son completamente reversibles (Ferenci,

Pathophysiology and Clinical Features, 2004).

El diagndstico es mucho mas complejo en pacientes que presentan enfermedades hepaticas.

Ninguno de los parametros comdnmente utilizados por si solo permite un diagndstico seguro
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de la enfermedad de Wilson. Por lo general, es necesaria una combinacion de varios
pardmetros de laboratorio para establecer con firmeza el diagndstico. Por ejemplo, los anillos
Kayser-Fleischer puede estar ausente en hasta el 50% de los pacientes con enfermedad
hepatica wilsoniana, la ceruloplasmina sérica puede estar en el rango normal bajo en hasta el
45% de los pacientes con enfermedad hepatica (Steindl, 1997). Por otro lado, incluso un nivel
bajo de ceruloplasmina no es diagnostico de enfermedad de Wilson en ausencia de anillos de
Kayser-Fleischer. Puede ser bajo en sujetos con hipoceruloplasminemia familiar, en sujetos
gravemente desnutridos, en enfermedad celiaca y en portadores heterocigotos del gen de la
enfermedad de Wilson. Por tanto, en pacientes con enfermedad hepatica, un nivel normal de
ceruloplasmina no puede excluir, ni un nivel bajo es suficiente para hacer el diagnostico de
enfermedad de Wilson. La excrecidn de cobre en orina aumenta notablemente en pacientes
con enfermedad de Wilson, sin embargo, su utilidad en la practica clinica es limitada. La
estimacion de la excrecion urinaria de cobre puede ser engafiosa debido a una recoleccién
incorrecta del volumen de orina de 24 horas o debido a la contaminacion por cobre. En
pacientes presintomaticos, la excrecién urinaria de cobre puede ser normal, pero puede
aumentar despueés de tratamiento con D-penicilamina. Por otro lado, la excrecion urinaria de
cobre también aumenta en cualquier enfermedad con necrosis hepatocelular extensa (Gow,
y otros, 2000).

Los hallazgos de biopsia hepéatica generalmente son inespecificos y no ayudan directamente
a hacer el diagnostico de la enfermedad de Wilson. El contenido de cobre hepatico aumenta
en el 82% de los pacientes con enfermedad de Wilson y suele superar los 250 g / g de peso
seco. En ausencia de otras pruebas que sugieran un metabolismo anormal del cobre, el
diagndstico de la enfermedad de Wilson no se puede realizar basdndose Unicamente en un
aumento del contenido de cobre hepético (Ferenci, Pathophysiology and Clinical Features,
2004).

Los pacientes con enfermedades colestaticas cronicas, recien nacidos, nifios y sujetos con
sobrecarga de cobre exdgeno tienen una concentracion de cobre hepatica aumentada mayor
a 250 ug/ g. Por lo tanto, aunque el contenido de cobre en el higado es un parametro (til, no

prueba ni excluye la EW con certeza. El diagndstico requiere una combinacion de una
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variedad de pruebas clinicas y bioquimicas. Recientemente, un grupo de expertos
internacionales propuso una puntuacion basada en una variedad de pruebas y sintomas
clinicos. La validez de esta puntuacion debe evaluarse de forma prospectiva (Ferenci,

Pathophysiology and Clinical Features, 2004).

Andlisis de mutaciones

El andlisis de mutaciones para el diagnostico es engorroso debido a la aparicion 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). El diagndstico directo
de la mutacion es atil solo si una mutacién ocurre con una frecuencia razonable en la
poblacion. 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%) (Ferenci et al., 2004).

Una vez que se hace el diagnostico de la enfermedad de Wilson en un paciente, la evaluacion
de su familia es obligatoria. La prueba de familiares de segundo grado solo es Util si la
mutacién se detectd en uno de los miembros inmediatos de su familia. Ninguna otra prueba
es capaz de identificar hermanos afectados o portadores heterocigotos del gen de la
enfermedad de Wilson con certeza suficiente. Si se desconoce la mutacion en el caso, se
puede utilizar el analisis de haplotipos. Se han descrito varios marcadores microsatélites
altamente polimérficos que flanquean estrechamente el gen y son muy variable. Para tal
analisis, se requiere el ADN de al menos un pariente de primer grado y el paciente (Ferenci,
Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).
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Tratamiento

Los tratamientos para la EW histéricamente progresaron hasta la penicilamina oral de
administracion més facil. El desarrollo de agentes alternativos a la penicilamina se vio
estimulado por la incapacidad de algunos pacientes para tolerar este farmaco. La trientina se
desarrollo e introdujo especificamente para pacientes que desarrollaron reacciones adversas
a la penicilamina. El zinc se desarrollé por separado, al igual que el tetratiomolibdato, que
los veterinarios usaban para el envenenamiento por cobre en animales. En ausencia de datos
comparativos fiables, la eleccion del farmaco se ha convertido casi en una religion entre los
especialistas. Hoy en dia, el pilar del tratamiento de la EW sigue siendo una terapia
farmacoldgica de por vida. Segun la guia préactica reciente de la AASLD sobre la enfermedad
de Wilson, el tratamiento inicial para pacientes sintomaticos debe incluir un agente quelante
(penicilamina o trientina). El tratamiento de pacientes presintomaticos o la terapia de
mantenimiento de pacientes sintomaticos tratados con éxito se puede lograr con el agente
quelante penicilamina o trientina, o con zinc (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL.:
Enfermedad de Wilson, 2012).

El trasplante de higado, que corrige el defecto hepético subyacente en la EW, se reserva para
casos severos o resistentes. Es el tratamiento de eleccion en pacientes con enfermedad
fulminante o con cirrosis descompensada. El papel del trasplante de higado en el tratamiento
de pacientes con enfermedad de Wilson neurolégica en ausencia de insuficiencia hepatica es
incierto (Herra, Hevia, Vargas, & Schosinsky, 1989).

Meétodos de diagnostico de laboratorio

En general, la combinacion de anillos de Kayser-Fleischer y un nivel de concentracién de
ceruloplasmina sérica bajo (< 10 mg / dL) es suficiente para establecer un diagnostico.
Cuando los anillos de Kayser-Fleischer no estan presentes (como es comdn en la enfermedad
de Wilson con manifestacién hepética), los niveles de ceruloplasmina en sangre no siempre
son fiables, ya que pueden ser bajos por otros motivos (por ejemplo, hepatitis autoinmune,

insuficiencia hepética severa, enfermedad celiaca, aceruloplasminemia familiar) o en los

27



portadores heterocigotos de mutaciones ATP7B que no muestran enfermedad por
acumulacién de cobre (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de
Wilson, 2012).

Por otra parte, la inflamacién del higado u otra zona puede hacer que la concentracion de
ceruloplasmina aumente a los niveles normales, lo que refleja su identidad como una proteina
de fase aguda. Esto también es aplicable para el tratamiento con estrogenos. Por ello, para
muchos pacientes, podria ser necesaria una combinacion de pruebas. Ninguna de las pruebas
es especifica por si sola y, por lo tanto, se debe aplicar una serie de pruebas (Ferenci, Guias
de Préctica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).

Una puntuacion de diagnostico basada en todas las pruebas disponibles fue propuesta en el
8° Encuentro Internacional sobre la enfermedad de Wilson, Leipzig 2001. El sistema de
puntuacién propuesto para la enfermedad de Wilson proporciona una buena precision
diagnostica. El algoritmo diagndstico basado en esta puntuacion se muestra en la tabla 1
(Ferenci, Guias de Préactica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).

Cuadro 1. Sistema de puntuacion desarrollado en la 8% Reunion Internacional sobre la
enfermedad de Wilson.

Sintomas y signos clinicos tipicos Otros tests

Anillos de Kayser-Fleischer Caobre hepatico (en ausencia de colestasis)
Presentes 2 >5x% LSN (>4pmol/g) 2
Ausentes 0 0,8-4pmol/g 1

Sintomas neuroldgicos* Normal (<0,8ymol/g) 5
Severos 2 Granulos Rodanina-positivos* 1
Moderados 1 Cobre urinario (en ausencia de hepatitis aguda)
Ausentes 0 Normal 0

Ceruloplasmina sérica 1-2xLSN 1
Normal (>0,2g/L) 0 >2xLSN ‘ B ‘ b)
01029/ 1 Normal, pero >5xLSN después de la D-penicilmamina 2
<0,1g/L 2

) " . Analisis de mutaciones

Anemia hemolitica Coombs-negativa P e T TSI 4

E\reseme (]) Detectadas en 1 cromosoma 1
usente Sin mutaciones detectadas 0

PUNTUACION TOTAL Resultado evaluacion:

40mas Diagnéstico confirmado

3 Diagnéstico posible, se necesitan mas tests

2 0 menos Diagnéstico poco probable

*Si no hay cobre hepitico disponible cuantitativamente; ** O anomalias tipicas en imdgenes de resonancia magnética del cerebro. LSN, limite superior de
la normalidad.

28




Ceruloplasmina sérica

Los niveles de ceruloplasmina en suero se pueden medir enzimaticamente por su actividad
oxidasa dependiente de cobre frente sustratos especificos, 0 mediante ensayos con anti-
cuerpos, como los radioinmunoensayos, la inmunodifusion radial, nefelometria e
inmunoturbidimetria. Los ensayos inmunoldgicos pueden sobreestimar las concentraciones
de ceruloplasmina, ya que no discriminan entre apoceruloplasmina y holoceruloplasmina. La
concentracion normal de ceruloplasmina medida por ensayo enzimatico varia entre
laboratorios (con un limite inferior entre 15y 20 mg / dL). En la enfermedad de Wilson, 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 afectacion neurologica debido a enfermedad de Wilson,
pero pueden estar en el rango normal o bajo en aproximadamente la mitad de los pacientes
con enfermedad hepética activa. Por otro lado, la ceruloplasmina sérica puede estar
disminuida en otras enfermedades o condiciones con gran pérdida de proteinas por via renal
0 enteérica, en sindromes de malabsorcion o con enfermedad hepética grave en fase terminal
de cualquier etiologia (Ferenci, Guias de Préctica Clinica de la EASL: Enfermedad de
Wilson, 2012).

Los pacientes con aceruloplasminemia carecen de la proteina en su totalidad debido a
mutaciones en el gen de la ceruloplasmina en el cromosoma 3. Estos pacientes pueden
presentar hemosiderosis, pero no presentan acumulacion de cobre. Por lo tanto, la
ceruloplasmina sérica por si sola no es suficiente para diagnosticar o descartar la enfermedad
de Wilson (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).

Un estudio prospectivo sobre la ceruloplasmina sérica, utilizandola como prueba de cribado
para la enfermedad de Wilson en pacientes remitidos con enfermedad hepatica, mostro que
el valor predictivo de presentar un nivel de ceruloplasmina por debajo de lo normal era del 6
%. En nifios con enfermedad de Wilson, 15-36 % tenian una concentracion de ceruloplasmina

en el rango normal (Perman, Werlin, Grand, & J, 1979).
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En un estudio de series de casos, 12 de los 55 pacientes con enfermedad de Wilson tenian
niveles de ceruloplasmina normal y no presentaban anillos de Kayser-Fleischer (Steindl,
1997). El valor predictivo positivo de la ceruloplasmina sérica para el diagnostico de la
enfermedad de Wilson en la insuficiencia hepética aguda es muy bajo (Korman, y otros,
2008).

En un estudio publicado en la década pasada, la medicion de la actividad oxidasa de la
ceruloplasmina sérica fue superior a los ensayos inmunologicos para el diagndstico de la
enfermedad de Wilson, pero estas pruebas no estan disponibles en los laboratorios comunes
(Merle, Eisenbach, Weiss, Tuma, & Stremmel, 2009).

Cobre sérico

Aunque es una enfermedad en la que se produce acumulacion de cobre, el cobre sérico total
(que incluye el cobre incorporado en la ceruloplasmina) en la enfermedad de Wilson suele
disminuir en proporcion a la disminucion de la concentracion de ceruloplasmina en sangre.
En pacientes con dafio hepatico grave, el cobre sérico puede estar dentro del rango normal,
independientemente de si los niveles de ceruloplasmina sérica son elevados o bajos (Gow, y
otros, 2000).

En el contexto de la insuficiencia hepatica aguda debida a la enfermedad de Wilson, los
niveles de cobre sérico pueden incluso estar especialmente elevados debido a la liberacion
repentina del metal desde los almacenes hepaticos. Los niveles de cobre sérico normales o
elevados, junto a una disminucion de los niveles de ceruloplasmina, indican un aumento en
la concentracion de cobre que no esta unido a la ceruloplasmina en la sangre. En la mayoria
de pacientes no tratados, se eleva por encima de 200 ug / L. La concentracion de cobre sérico
no unido a ceruloplasmina puede estar elevada en la insuficiencia hepatica aguda de cualquier
etiologia, en la colestasis cronica, y en la intoxicacion por cobre. El principal problema de
utilizar el cobre no unido a ceruloplasmina como prueba diagndstica para la enfermedad de
Wilson 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

diagnostico de la enfermedad de Wilson (Korman, y otros, 2008).
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Excrecidén urinaria de cobre

La cantidad de cobre excretada por via urinaria en un periodo de 24 horas puede ser util para
el diagnostico de la enfermedad de Wilson y para el seguimiento del tratamiento. En los
pacientes no tratados, la excrecion urinaria de cobre en 24 horas refleja la cantidad de cobre
no unido a ceruloplasmina circulante. EI volumen de orina exacta y la excrecion total de
creatinina en 24 horas son importantes para la determinacion precisa de la excrecion urinaria
de cobre. En caso de insuficiencia renal, la prueba no es aplicable. En los pacientes sin-
tomaticos no tratados, una excrecion de cobre superior a 1,6 pmol / 24h (100 ug / 24h) se
toma como el diagnostico de la enfermedad de Wilson. Sin embargo, la excrecion 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
(Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).

Debido a que la excrecion urinaria de cobre es insignificante en individuos sanos, excreciones
urinarias de cobre superiores a 0,64 umol / 24 h pueden ser sugestivas de enfermedad de
Wilson en nifios asintomaticos. Los problemas que pueden surgir en la medicion del cobre
excretado en 24 horas incluyen recogida incompleta de orina, y, por otra parte, la
contaminacion del dispositivo de recogida de cobre (esta Gltima menos problematica con la
aparicion de envases desechables) (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL:
Enfermedad de Wilson, 2012).

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 hepética (por ejemplo,
hepatitis autoinmune, enfermedad hepética cronica activa o colestasis y, en particular,
durante la insuficiencia hepética aguda de cualquier origen). Los heterocigotos pueden tener
también una mayor excrecion de cobre que los controles, que raramente sobrepasan los
niveles normales del rango (Ferenci, Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de
Wilson, 2012).
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Concentracién de cobre en el parénguima hepatico

La acumulacion de cobre en el higado es la caracteristica distintiva de la enfermedad de
Wilson. Sin embargo, los colorantes especificos como rodamina y la orceina revelan acumu-
laciones 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 evaluacion histoquimica de una biopsia de higado. Por ello, la medicion
de la concentracion de cobre del parénquima hepatico es el método de eleccién para el diag-
nostico de la enfermedad de Wilson. Las biopsias para la determinacion cuantitativa del cobre
deben ser colocadas en un recipiente seco libre de cobre. El envio de muestras para la de-
terminacion cuantitativa del cobre no requiere precauciones especiales, como la congelacion.
En general, la exactitud de la medicion se mejora con el tamafio de la muestra adecuada: se
necesita para el correcto analisis al menos 1cm de longitud en el centro de la biopsia (Ferenci,
Guias de Practica Clinica de la EASL: Enfermedad de Wilson, 2012).
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Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio analitico, experimental, con el objetivo principal de determinar la
concentracion sérica y la actividad enzimética de remanentes de muestras de pacientes para
diversos estudios en las Divisiones de Inmunologia y Nefrologia del LCHSJID.
Adicionalmente se cont6 la exoneracion del permiso del Comité Etico Cientifico del Hospital

San Juan de Dios para el desarrollo de esta investigacion (Anexo 1).

Se analizaron 165 muestras de suero por dos metodologias distintas para determinar
ceruloplasmina sérica en el LCHSJD. En primer lugar, se determind la actividad enzimatica
de la ceruloplasmina sérica por el método utilizando o-dianisidina dihidrocloruro como
sustrato (Schosinsky, Lehmann, & Beeler, Measurement of Ceruloplasmin from its oxidase
activity in serum by use of o-Dianisidine dihydrochloride , 1974) y posteriormente se
determind la concentracion sérica de la ceruloplasmina de las mismas muestras por un
método inmunoturbidimétrico (Anexo 2) en un analizador automatizado COBAS c311 de
ROCHE.

Se realizé un estudio de correlacién 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 por la
metodologia de actividad enzimética y basados en los valores de referencia definidos por esta
metodologia (Schosinsky, y otros, 1989) 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 realizé un estudio de correlacion de Pearson para cada grupo.

33



Resultados

El andlisis de correlacion de Pearson realizado a las 165 muestras mostrd 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.
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Figura 1. Estudio de correlacion entre la actividad enzimética y la concentracion de la

ceruloplasmina seérica.

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 andlisis 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.
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Figura 2. Estudio de correlacion entre la actividad enzimética y la concentracion de la

ceruloplasmina sérica para la categoria “valores menores al limite inferior de referencia”.

Dentro de la categoria “valores dentro del intervalo de referencia” se tomaron en cuenta todos
aquellos valores con un resultado de actividad enzimética entre 55 UI/L y 150 UI/L, para un
n = 79. Al realizar el andlisis 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
méaximo obtenido fue de 150 UI/L. Por su parte el valor minimo de concentracion sérica fue

de 10 mg/dL, mientras que el valor maximo obtenido fue de 42 mg/dL.
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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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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 correlacion 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.
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Figura 4. Estudio de correlacién entre la actividad enzimatica y la concentracion de la

ceruloplasmina sérica para la categoria “valores mayores al limite superior de referencia”.
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Discusion

El diagndstico temprano de la EW es esencial porque un tratamiento especifico de por vida
puede prevenir una mayor lesién hepética y complicaciones neuroldgicas en la mayoria de
los casos. Especialmente en pacientes con enfermedad hepética, el diagndstico de EW es a
menudo dificil, ya que ninguno de los pardmetros de diagnostico cominmente utilizados
proporciona un grado razonable de certeza para establecer o excluir el diagnostico de EW
(Merle, Eisenbach, Weiss, Tuma, & Stremmel, 2009).

Aunque la deficiencia de ceruloplasmina, por lo tanto, podria representar solo un
epifendmeno de EW, la concentracion sérica de ceruloplasmina se considera una prueba de
laboratorio atil para el diagnostico de EW. Sin embargo, en un estudio so6lo el 73% de los
pacientes con EW con mutacion confirmada por métodos moleculares, que presentaban
enfermedad hepatica crdnica, tenian concentraciones de ceruloplasmina sérica menores a 20
mg/dL (Steindl, 1997).

Walshe y colaboradores (2003) mostraron que en pacientes con deterioro de la funcién
hepética debido a una enfermedad hepética grave (aguda o crénica), el valor diagnostico de
la ceruloplasmina puede verse afectado, ya que su nivel sérico puede disminuir,

presumiblemente debido a la falla de las funciones sintéticas del higado.

La mayoria de los laboratorios de rutina utilizan el método inmunolégico para determinar la
ceruloplasmina sérica, que desafortunadamente reconoce tanto la apoceruloplasmina
biol6gicamente inactiva como la holoceruloplasmina biol6gicamente 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 (Merle, Eisenbach, Weiss, Tuma, & Stremmel, 2009).

Por tanto, especialmente en pacientes con EW, la actividad enzimatica de la ceruloplasmina
sérica deberia tener un valor diagnéstico mayor que su concentracion medida

inmunologicamente (Merle, Eisenbach, Weiss, Tuma, & Stremmel, 2009).

37



Se sabe que los parametros de diagnostico establecidos: excrecion urinaria de cobre,
concentracion sérica de ceruloplasmina y nivel sérico de cobre tienen sensibilidades y
especificidades de sdlo 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 (Merle,
Eisenbach, Weiss, Tuma, & Stremmel, 2009), se demostrd que el ensayo enzimatico de
ceruloplasmina tiene una especificidad mucho mayor para diagnosticar la EW que el ensayo
inmunologico (100% vs. 78,8%), mientras que ambas pruebas tienen las mismas
sensibilidades (93,6%).

El método enzimatico mide la holoceruloplasmina activa bioldgica exclusivamente, mientras
que la prueba inmunoldgica de ceruloplasmina mide la ceruloplasmina total, es decir tanto la
ApoCp como la HCp, dado lo anterior se puede decir que el ensayo de tipo inmunoldgico
puede conducir a una sobreestimacion 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 (2000). Por otra parte, Walshe (2003) en
un analisis extenso de la medicion de ceruloplasmina y cobre en 106 pacientes con EW,
demostré que los valores de ceruloplasmina obtenidos inmunoldgicamente eran

consistentemente mas altos que los valores de ceruloplasmina oxidasa.

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 inmunologico de ceruloplasmina y se
refleja en ese estudio en la correlacién mas débil siendo de r = 0,70 (Merle, Eisenbach, Weiss,
Tuma, & Stremmel, 2009).

En el estudio por Merle y colaboradores en 2009, ademéas demostraron la utilidad de la
determinacion de la actividad enzimatica de la ceruloplasmina en pacientes con EW mediante
el método descrito por Schosinsky y colaboradores en 1974, 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
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discriminatoria para diagnosticar o excluir la EW de forma no invasiva y por ultimo
sentencian que esa prueba arrojé una excelente especificidad y una alta sensibilidad para el
diagnostico de EW.

Las concentraciones bajas de ceruloplasmina sérica, generalmente detectadas con el uso de
un ensayo inmunoldgico, se usan comunmente en la practica como un indicador de
diagnostico 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 medicion 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 neuroldgica (Macintyre, y otros, 2004).

La aparicién de una respuesta inflamatoria, que podria aumentar el nivel de ApoCp circulante
en el rango normal, o0 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 (Macintyre, y otros, 2004).

Un valor disminuido de ceruloplasmina sérica evaluado inmunoldgicamente puede ser
beneficioso en el diagnostico del diagndstico de EW, pero el uso de la prueba de oxidasa para
la evaluacion de ceruloplasmina es probablemente mas informativo, particularmente en el
caso de disfuncién 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 estudio, evitar los
falsos negativos para esta enfermedad demostrando la pobre correlacion existente entre la
medicion de ceruloplasmina sérica medida por inmunoturbidimetria y la determinada por

actividad enzimética.
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Conclusiones

Si bien la degeneracion hepatolenticular es una enfermedad rara en todo el mundo, es mucho
mas comun en Costa Rica. En las Gltimas décadas se han logrado importantes avances
relacionados con la patologia a traves 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 y la pobre correlacion con los resultados enzimaticos, el uso de
inmunoensayos automatizados para la evaluacién de ceruloplasmina puede dificultar la
identificacion de pacientes con EW. El uso del ensayo enzimaético para medir la actividad
oxidasa de la ceruloplasmina es un indicador méas apropiado y bioldgicamente relevante de

la ceruloplasmina sérica.

Los sintomas neuroldgicos o hepéticos 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 poblacion o subpoblacion para
detectar esta afeccion potencialmente mortal. Estudios que se basan en la deteccién
inmunoldgica de ceruloplasmina en suero o sangre seca puede conducir a una subestimacion
de la 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 uUnicamente en la concentracion de esta proteina llevadas a cabo por
inmunoturbidimetria, especialmente en pacientes con sospechas diagnosticas por
Enfermedad de Wilson, ya que como se demostrd 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
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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.
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ANEXO 1. Exoneracion de permiso Investigacion Médica por parte
del Comité Etico Cientifico del Hospital San Juan de Dios.

HOSPITAL
6,‘«0%(\2 Hospitél San Juan de Dios 175 San Juan
iR DIRECCION GENERAL de Di
: oo | 0€ UI0S
o’ COMITE ETICO CIENTIFICO
02 de octubre del 2020
HSJD-133-CEC-2020

Dr. Vernon Rojas Montero
Microbiclogo y Quimico Clinico
Laboratorio Clinico

Hospital San Juan de Dios

| ASUNTO: RESPUESTA A SU OFICIO

Estimado Doctor:

Con base en su oficio de fecha 16 de sctiembre del presente afio, le informo que su
investigacion la cual “consiste en efectuar una comparacion de métodos analiticos para la
determinacion de ceruloplasmina sérica...”no corresponde a una Investigacion Biomédica, por lo

que no requiere del andlisis y autorizacion de un Comité Etico Cientifico.

Sin otro particular, se suscribe,

Dr. Béndld Gutiérrez Cerdas
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ANEXO 2. Inserto determinacion de concentracion sérica de
ceruloplasmina analizador COBAS c311 de ROCHE.

ONSTTMAEII TR IV ILE

CERU

cobas’

Cenloplasmin
Informacidn de pedido
Anglizadores adecuatos pars & cobes ¢ pack
20764663 322 | Ceniopiazmin, 100 pruebaz 10 2t - Aoche/Hitacnl cobas ¢ 311, cObBES ¢ 501/502
giziema 07 6466 3
03555941 180 | Callbrator fas PAC (3x1mL) Cihdign 588
04567021 180 | Prealbumin'C eruloplaamin Controd St
Precinomm PG {3 x 1 mL) Cidige 102
Precipain PC (3 x 1 mL) Cédige 103
05117003 180 | PreciConirol CinChem Mult 1 {20 5 mL) Cdhdign 381
05947626 180 | PreciConirol CnChem Mult 1 (4 x SmL) Cdhdign 381
584762 150 ::dul:-ln.:;nrrnl ClinChem Muli 1 4 x 5 mL, para log Cédigo 381
05117216 180 | PreciConirol CinChem Mull 2 {202 5 mL) Cdhdign 382
05947774 180 | PreciConirol CinChem Mult 2 (4 x 5 mL) Cdhdign 382
a5847TTA 150 E:dul:-ln.:;nrrnl ClinChem Muli 2 (4 x 5 mL, para log Cédigo 382
04489357 180 | Diluent MaCl B % (50 mL) 10 el
: slestema 07 6366 3

"W destinaco al u2s en loz EE U 22 recomienca 3 ko2 clientes eztadounidenzes el uzo de ofro maenal ge conirol dizponible en & comercio.

Espafiol

Informacidn del sistema
Analizagores cobas ¢ 311501
CER: ACN 707

Analizagores cobas ¢ 502
CER: ACN 8707

Uzo previsto

Teat In vilro pars b2 determinacidn cuanit=ta de la cendogiszming en
Zuemo ¥ plasma humanos en los sistemas Roche/Hkachi cobses c.
Caracteriaticas’™

La ceruloplazmina es una profedna o= fasze aguda y de ranspone. Esta
glucoprotelna de color azul contiens 3 diomoe de cobre por msScula y
pefenece, conzlderanso sU reacckin electrofonética, a b fracoidn de la
a2-gicbulina,

Duranie U ind=sis en los hepatociios, |8 ceruloplazmina Incorpora cobre &
2y eaiructura. Tras secretarse del higado, la cendopiazmina migra a los
fejidzee que requiarsn cobre donde jo Ib=ra en un process catabdiico.
Afemaz 0el ranaparte de cobre, k3 cenilnlzzming fene tamblén una
tuncidn cataiftica en la oxdacidn de hiems (Fe™ 3 Fe), pollaminaz,
CcEIBCOIAMINSS y polbznoies.

Concaniracines dizminuidas de cerulopiazming Se encuentran en la
degeneraciin hepatoienticuiar con cardcier autozdmico recezive
|enfermedad g Wizon). E2t3 endermedad que curza acompafiada por una
gintests reducida oe ks cenuloplasming, 2= marifiesta a nivel de ka patoiogla
quimica como consscuencia de una deficlencla en la Incorporacddn
maolecular de CUF* Beblde a metalotionainas detesfuceas. Coma
conzecuencia de ello, & cobre 2= deposia patolbglcamente en el higado
|dezamoltindose una cimeals), el cerebi (con ks aparicidn de sinfomas
newnidgicos), l= cdmea {anilly de Keyssr-Fielacher) y 2l ifidn (hematura,
profeinuria, Sminaaciduns). En porasarss nomodgotos, a2
canceniraciones de ceruloplazming 2 encuSniTan Severamente reducidaz,
miEniras gue en o2 ponadores het2meigotos N S8 reglzinan aUmentas o
2dilo un leve Incremento de 132 mismzz. El zindrome de Menke, poco
flECuEnte, B2 CArACiEnzE DOTUN Aatomo gendtico de ansancidn de cobre
con daminuciin del nivel de cendopiazming. |as cauzas maz iImporankes
de 1 Insudiciencla adquinda de ceruloplazmina son loz 2indromes de
pédkda ge profeings y la péniida de hepabociios. Ya gue la ceruloplazming
22 un fuerie reactame o2 1326 aguca, su concentracidn estd elevada en
Infiamaciones aguitss ¥ crdnicas. En ¢aE0 de CONCEnfracionss muy altas, &
zuero puede tomar una colorachdn azul verdosa. Loe métodes de andlizlz
de |a cerulopiazmina Inchuyen 1a Inmunodifuzidn, la nelslometa y la
turokdimetria.

Principio del teat®

Prueba Inmunoiurbidmeinica.

La cerulsplazmina humana forma un precipitado con un antisuero
expecifico que se determina por furbidmetria.

Reactives - Soluciones de trabejo

Rl ACelerator
Poiletilengiicol (PEG): 50 gL tampdn tastatn; conserdante
A2 Antkuem T ant-cenlopiazmina [conejo} ezpeciics de la
ceruloplazming humana: = 0.42 g'L; tampdn foafato; consenanie
A1 e2td en la poskcidn B y R2 en la posicidn C.
MWedidss de precsucidn y advertencias
Product sanitaro para disgndsce In vitro.
Obsve ke medias de precacion nabissles para la manipulacidn de
reacivog.
Ellmine lxz reziduos zegln las nomas locales vigenies.
Ficha de dates de seguridad & la dizposickin del uzuano profesional quela
zoliche.

Pars ka2 EE.UL.: iA%enciin! Saqun ks ley federal estadounidenze, asfe
products pueds ser vendido excuzhivamente por médcss o 22gin
prezcripoidn meédica.

Preparacidn de los reactivos

Loz reacthos estdn lstos para &l uso.

Conzsrvecidn y estabilidad

CERL
S Ebr, & 248 *00 wamne |8 fecha o8
caduckad Indkcada

en la elgueta del

CObaS ¢ pack
En ugo y Femgerado en & analzador 8 zemanas
Diuyeria Nalial @ %

S Ebr, & 248 *00 wamne |8 fecha o8

caduckdad Indicada
N |3 efgueta del
CObAS © pack

En uzo ¥ refrigerado an el analizador: 12 semanas
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Cenulopisamin

Ontencidn y preparacidn de lag muesiras

Emplear inicamente fubas o reciplenfes adecuatos Dara recoger y
preparar sz muestras.

Sdio 28 ha anallzads y conzskderado aphe & Hipo de muezia agqui indicado.
Suers.

Plazma tratado con hepanina de [fio.

Lo fipes de mueetra agqul indicados feeron analzacos con oo de
recogida e muesias selecclanados, comemialzados en el momento de
elechsar & andlizis, lo cusl significa gue no fueron anallzades todos loa
fuboe de todos kos fabricantes. Los slbemas de recogida de muestras de
diversos fabrcanies pueden comtensr diferemies materales que, en clerios
cazos, pueden llegar & afectar loz resuliacos de log andiale. Sl las
MUEZITES BE (FOCEZAN €N TUbos PiManos (Zistemas de recogica de
muesiraz), sequir 138 ineucciones del fabdcante de huoos.

Cenirifugar laz muesitas gue contienen precipiado anbes de reallzar el
EN2ayn.

Estabiiidad:* B olaz 8 20-25°C

2 3emanaz a 48 °C
1afioa-20°C

Materisl suminiztrade

\Coneultar i3 gecoidn "Reactivos - Soluclones de frabaja” en cuanto a log
reacivos suminiztrados.

Material requerido adicionalments (no suministrado)

* (Conzuitar |a 2eccidn Informeacidn de pedide”

*  Equps L=2usl de IBDarsiong

Realizacidn del teat

Para garanizar el funcionamienta dgfimo el lest, oteeve laz Inztruccnes
de |a prezente metddica referentes al analzador empleads. Consulte &
manual del cperador aprpiado para obfensr la2 Inztrucciones e enzayn
ezpeciizas del analizador.

Aoche no 22 rezponzabliza del ncicnamlento de ka2 aplicaciones no
walldadas por la emprees. En su caso, & usuaro 22 hace canmo de zu
definicidn.

Aplicacién para swero y plasma
Detinicidn del test para el anslizador cobes ¢ 311

Tipe de test 2 purios
frakes
Tiempao ge reaccidn / Punfoz 10625
de medicidn
Longitud de onda [zudfpinc] 700340 nm
Direcciin de 1a reacciin Aumentanda
Unigades gL (pmediL, mg'dL)
Ploeten de reactvo Diluyeniz [Hz 0}
Al 100 L -
Az 20 -
Voilmenes de muesina Muesta Diucidhn de muesira
Mugsia Diyenie
{Macy)
Mormal 1L 15uL 150 L
Dizminuide 1L 5L 160 L
Aumentado 1L 15pL 150

Detinicidn del test para el analizador cobas ¢ 501

Tipo de best 2 purios

fnales
Tiempo o2 reacoidn / Punfos  10/10-35
de medicidn

Longitud de onda [zudfpinc] 700340 nm

Direccidn de la reacckdn
Unidades

Fipsten de reactvo

Al

A2

Voilmenes de muesira

Hormal
Dizminuide
Aumentace

cobas’

Aumentansa
oL (umodL, mgidL)
Diluyente [H,0)
100 i -
20 pL -
Muesta Dilucidin de muesra
Mugstra Diuyente
(Nac)
1L 150 150 L
1L 5L 160 L
1L 15 150

Detinicidn del test para &l analzador cobas ¢ 502

Tipo de test

2 punios
fircies

Tiempo de reaccidn / Punios 1010-36

de medicidn

Longined de onda [2ub'pring) TO0/340 nm

Direccidn de la reaceidn
Unidades

Fipsten de reactvo

Al

A2

Voilimeanes de muesia

Hormal
Dizminuide
Aumentace
Calibrasidn
Calloradores

Made de calloracidn

infervak de
calloraciknes

Aumentanco
oL (pmodL, mg'dL)
Diluyente [H20)
100 L -
20 4L -
Muests Dilvcidn de muestra
Mugaira Dilupznie
(Maci)
1L 15 L 150 L
1L 5pL 160 L
1L 0 B0 L
S1HLO

52-56 C.Laz PAC

Muftiplcar el valor del callorador C.las. PAC
ezpecifico ded lote por ko factores Indlcascs 3
continuacidn & fin de determinar lag
concEntraclones eztindar de ks curva de
callbracidn de & punfoz.

52 0.600 55.3.20

3125 56 4.00
4210

FRCM2

Calloracidn complets

* con cda lote de reactivos

» &l fuera necezaris zeqln loe procadimientos de
contnd de calidad

5
o

Bl Intervaln de callbrciin puede ampliarse 2l & laboratono azegura una
werticacidn aceptable de |a caloraciin.

Trazablicad: & prezente método ha 0o estandanzaco rente a la
preparasidn de reterencia BCA4TOCRM4T) (APPHS - Preparackin de
referencia para protednas en zuero humanao) del IRMM (Instiute pars
materlales y mediclines de referencle)

Controd de calidad

Etectuar &l controd de calidad con e contmiles Indicades en la seccidn

“Informezckin de pedido™.
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Cenilopiemin

Adiionalmente pueden emplearze ofras coninles apropiadas.

Adapdar iz Intevaios y limitez: de control & loz requizitos Individusles del
lanoraiorio. Lo resultadas obdenidos deben hallarze dentro oe loz limies
definidos. Cada kaboratoria deberla establecer medidas comectivas a seguir
&n cago de obiener valores fuera del infervalo defnida.

Cumpir con laz reguiationes qubemamentales y [a8 nomas locales de
contmol de calldad perfinenbes.

Cdiculo
Lo analizasores Aocha'Hitachl cobies ¢ cakculan auomaticaments ta
conceniraciin de analio de cada muesira.

Factorez de mgidL x 00 =giL
converzion:

oL x 746 = pmalil

oL x 100 = mgidL mgidL x 00746 = pmaliL

Limitaciones del andligis - intererenciss

Critero: recuperacidn dento de £ 10 % del valar inicial con wna
concentracidn de cenuioplazmina de 0.2 gL (148 pmoliL, 20 mgidL).
lcenicia:® gin Interferenclas significativas hasta un indice | de 60 para la
ollmubina conjugada y 2in conjugar {concentracidn de la bllmubing
conugada y £in conjugar aproxmagaments 1026 pmolL o 60 mgiiL).
Hemdliziz2 2n Imererenciss SQnimcavas hasta un incce H de 1000
{cancentratidn de hemoglobing: aprximadaments 621 pmolL o

1000 mo/dL).

Lipemia {Intrallpid)® 2in Inferierencias significativaz hasta el indice L

de 200. Mo exitle mna ca =atiztationa enfre & indice L (que
comesponde a la turbldez) y la concentracidn de igilcéndas.

Loz factores reumatoides hazta 100 UUML no Interlieren n & fest.

Efecto prozona (high-goze hook): no 2& oblienen resultados takzos con
concentraciones de ceruloplasming de hasta 5 g/l (37.3 pmalL,

500 mg/dL).

Fdmeapos: no 2& han regisirado imerersnciss con paneles de tdrmacos de
uz0 comdn en concenfracianes ferapéuticas.™@

Excepekdn: e Infralipld proporciona rezultacas de cendoplazming
takzamente aumentados.

En casos muy rams pueden obleneree resultados talos debidoz a la
gammapstia, parscularmente del tipo Igh [macrogiobulinemia de
‘Waldenzrom).®

Para el diagndsticn, loz resuRados del fest skempre deben Infempretars
feniends en cuenta la anamnesis del packente, I exploradidn clinka asl
come loz resuliados de ofme exdmenes.

ACCION REQUERIDA .

Programaciin de levado eapecial: &n lo sizhemas RocheMRachl
cobes ¢, cleriag comionaciones oe teat requieren de cloce de lavado
eepecial. La izt o2 lse contaminaciones por posible armstre tambin
puede enconitarze n la versidn méz actual oe I3 medddica MaOHD-SMS-
SmpCint+2-50CS. Para mayar Infomackdn, conzuite el manual oel
operadar del anallzador comezpondlente. Analizador cobas ¢ 502: todos
oz pazos de lavado necesacs para evitar ks contaminackin por poskle
amastre eztdn dizponibies & frawds de cobas ink 0e modo que no 22
requiere la enfrada manual de los datoe.

En caao0 de que sea necesanio, implemente &l lavado especial desting-
dio & evitar l& contaminacidn por pogible arrastre antes de comunicar
los resultados del test

Limiteg & intervalos

Intervale de medicitn

0.03-1.4 giL {0.22-10.44 pmalL, 3140 mo'dL)

Dieferminar laz muesiras con conceniraciings superiores a raves de la
funcidn de repeticidn. La dluckdn de ks muesiras por i3 luncidn oe
repeticidn ez a 1:3. Lo rezultades de lss muesiraz diuldasz por i funckin
de repeficidn 2= muitiplican atomdscaments por 3.

Limites inferiores de medicidn

Limpe ge geteccidn infenor ol tast

0,03 giL {0.22 pmaiL, 3 mgiaL)

Ellimibe de deteccidn Indaror represanta k3 menor concenirackin mediole
de analfio que puede dstinguirss de cem. Se calcula como e valor shuado
a3 desviaclones estdndar por encima del estdndar mds bajo

|estdndar 1 + 3 DE, repetislidad, n = 21).

cobas’

Valores tedricos™
Homiorez: 015030 gL
Muljersz 016045 gL

Casa laboratoris deberla comprobar 1 ks Intervalos o2 referencty pusden
aplcarse 8 U grupe de pacientes y, en &350 Neceganis, extablecer sus
proplos waknes.

Diatos especii de tunci iento del test

A continuacidn, 2e Indcan o datos representatiios de funclonamiento oe
loz analzadores. Loz rezultados de cada laboratorio en particular pueden
disnr de e2i0s valkres.

PPreciziin

La preckion &2 oeferming empleands MUesras umanas y conrodes segin
un protocois Infema con repetiblidad (n = 21) y predeidn iniemedia

13 alicuctas por 2ene, 1 2erie por dia, 21 diaz). Se obhuviersn los siguientes
rezultadas:

Repetibildar Medla DE o
L {umail, oL [pmoil, £
mgdL) /L)

Precingem Protein
Precipam Profein
Suem humana 1
Suen humana 2
Suem humand 3

0.283 {211, 25.3) 0.004 [0.03,0.4) 16
0,620 {4.62, 62.0) 0.007 [0.05,07) 1.1
0.208 {2.23, 29.8) 0.003 (0.02, 0.25) 0.8
0501 (274, 50.1) 0.004 [0.03,0.4) 0.7
1.30(0.70, 120} 0.009 [0.07,08) 0.7

Precigidn infemmeata Medla DE cv
oL (marL, oL [pmoiL, %
mgfaL) mg/aL)

PrECINCEM Protein
Precipa™ Profein
Suem humand 3

0203 (2.19, 293) 0.004 [0.03,0.4) 1.4
0.413 (208, 41.3) 0.004 [0.03,0.4) 1.0
0,188 {1.40, 15.8) 0.005 [0.04,05) 26

SuEm humano 4 0436 (3.25, 436) 0.007 [0.05,07) 15

Comparacidn de métodos

Sa han comparads los valores de cendopissming en Muesias de SUEMD ¥
plazma humanas obienidos en un analzsdor

Azche'Hitachi cobes ¢ 501 (y) con lo2 cbienidos con el reactho
comezpondiente en un analizader RocheHRachl 897 [x).

Mimera de muestras n} = 82

Paezing'Babiok Fegrezidn lineal
¥ =0.850% + 0.092 giL y=1.015% - 000 gL
T=0.834 r=0287

LLaz concenfraciones 08 la2 muesitas se sfuaron emne 0132 y 1532 gL
{0.924-9.85 mobL, 12.2-132 mgidL).
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ANEXO 3. Procedimiento determinacion de actividad enzimatica
ceruloplasmina realizado en LCHS]D.

1-

2-

3-

1-

PEEPAPEY

55—

Laboratorio de Nefrologia e Investigacién _—

Clinica Dr. Luis Gmo Brenes Sobrado. SC43.5.PE04
HSJD

[ Tom Pig=

. Andlisis de Ceruloplasmina 2ds2
Preparacién de Reactives :

Buffer Acetato pH = 5.0 : Pesar l.363deAmdenodio.3HZO+0.26mlAc'xb
Acético Glacial csp de H20 d y d para 100 ml.
Ajustar el pH a 5.0 con NaOH 0.1 mmol/l o con Acido acético.

Acido sulfimico (9.0 mol/L ) : Agregar a un vohumen igual de agua el

H2S04 conc. (lentamente). (250 ml H2S04 ¢. + 250 ml H20d y d).

O-cinnisidhndhidmcloum(9.46mnl/L):Disolva3wngenIWml¢h
dy d. (O-dianisidina dihidrocloruro fast-blue se disvelve en HCI). Mantener en

refrigeracién en frasco &mbar. Estable 3 meses. bl

Procedimieats :

Poncr 0.75 mi dc tampdn acetato + SO ul sucro a dos twbos marcados: 5 (tubo#1) y 15
(tubo#2)minutos.

Incubar los dos tubos a 30 °C por 5 minutos.

Agregar 200 ul de O-dianisidina (pre ~incubada a 30°C) a intcrvalos de 30 scgundos.
A los S minutos exactos agregar 2 ml H2SO4 a los tubos #1.(A1) .

Mezclar bien.

A los 15 minutos exactos agregar 2 ml H2SO4 a los: tubos #2 (A2).

Mczclar bicn.

Leer las absorvancias a 540 nm contra H20(A1y A 2)

Realice los clculos scgin la siguicntc tabla

E

( Absorvancia 15 min (A2) — Absorv 5 min (A2) » x 625

150 UL

10- Registre los datos obtenidos ea ¢ registro SC32.RA04
11- Registre los datos obionidos ca 1a bolcta de andlisis
12- Pase la boleta par su respectivo reporte segin SC4.4.-PROL.S
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