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Resumen

La enfermedad de Wilson es un trastorno genético de transmisién autosémica
recesiva, producida por la mutaciéon del gen ATP7B. Es considerada una
enfermedad rara o huérfana debido a su baja prevalencia. Sin embargo, es una
enfermedad cronica que puede llevar al deterioro de la calidad de vida del
paciente poniéndolo en riesgo de muerte, por lo que se considera una enfermedad
catastréfica. El gen ATP7B es determinante en el proceso de eliminacion del cobre
del organismo, por tanto, la mutacidbn génica implica a su acumulacion
principalmente en el higado y Sistema Nervioso Central (SNC). El diagnéstico de
la enfermedad en etapas tempranas es vital para el control de los sintomas y
evitar el deterioro hepatico, neurolégico y/o psiquiatrico del paciente. Sin embargo,
la inespecificidad de los sintomas, asi como la tardia edad de inicio de estos,
dificulta su diagndéstico oportuno. La deteccion de los signos clinicos de la
enfermedad y las anomalias genéticas asociadas, son necesarias para iniciar un
tratamiento efectivo, si bien la enfermedad no es curable, el tratamiento
farmacoldgico oportuno con medicamentos quelantes, minimizan los efectos del
cobre en el organismo. Objetivo: Describir las caracteristicas clinicas y el genotipo
y de un paciente con diagnéstico clinico de la enfermedad de Wilson y analizar su
evolucion durante el tratamiento recibido. Metodologia: Se realizdé el andlisis
genético de las variantes presentadas por el paciente mediante secuenciacion
genOmica y otras pruebas de quimica sanguinea para relacionar los signos y
sintomas con la variante presentada por el paciente. Resultados: La edad de
aparicion de la enfermedad en el paciente estudiado es de 25 afios. El paciente
presentd manifestaciones psiquiatricas, neuroldgicas y hepaticas; acompafado de
signos caracteristicos de la enfermedad de Wilson: Ceruloplasmina baja, cobre
sérico disminuido y cobre en orina aumentado y presencia de anillo de Kayser-
Fleischer, el cual debido a la buena adherencia al tratamiento ha desaparecido. El
paciente presentd6 dos mutaciones asociadas con la enfermedad de Wilson de
acuerdo con la literatura: Transversion de una base T porunaG (M[AT G]> R [A



G G]) en heterocigosis cercana al sitio dador del splicing del intrén 13 (
€.3060+5G>T) y delecion de una base C (c.3402delC) generando una alteracion
en el marco de lectura dando lugar a un codén de parada prematuro
(p-Alal135GInfs*13). Conclusiones: En la actualidad, el paciente se encuentra en
aceptables condiciones generales a pesar de los notables efectos de invalidez que
provoca la enfermedad de Wilson en las personas afectadas. Se considera que la
satisfactoria evolucion del sujeto estd asociada a una buena adherencia al
tratamiento, a la intervencion multidisciplinaria y al incondicional apoyo psicosocial

recibido por su nucleo familiar

Palabras clave: Enfermedades raras, ATPasas Transportadoras de Cobre,

Degeneracion Hepatolenticular



Abstract

Wilson's disease is an autosomal recessive genetic transmission disorder, caused
by the mutation of the ATP7B gene. It is considered a rare or orphan disease due
to its low prevalence. However, it is a chronic disease that can lead to the
deterioration of the patient's quality of life putting him at risk of death, which is why
it is considered a catastrophic disease. The ATP7B gene is decisive in the process
of eliminating copper from the body, therefore, gene mutation leads to its
accumulation mainly in the liver and Central Nervous System (CNS). The diagnosis
of the disease in early stages is vital for the control of the symptoms and to avoid
the hepatic, neurological and / or psychiatric deterioration of the patient. However,
the non-specificity of the symptoms, as well as the late age of onset of these,
hinders their timely diagnosis. The detection of the clinical signs of the disease and
the associated genetic abnormalities, are necessary to initiate an effective
treatment, although the disease is not curable, the timely pharmacological
treatment with chelating drugs minimizes the effects of copper in the organism.
Objective: To determine the clinical characteristics and genotype and of a patient
with a clinical diagnosis of Wilson's disease and analyze its evolution during the
treatment received, for the disclosure of a clinical case, in order to generate timely
diagnostic guidelines in these patients. Methodology: The genetic analysis of the
variants presented by the patient was performed by genomic sequencing and other
blood chemistry tests to relate the signs and symptoms with the variant presented
by the patient. Results: The age of onset of the disease in the patient studied is 25
years. The patient presented psychiatric, neurological and hepatic manifestations;
accompanied by characteristic signs of Wilson's disease: Low ceruloplasmin,

decreased serum copper and Increased urine copper and Kayser's ring, which due



to good adherence to treatment has disappeared. The patient presented two
mutations associated with Wilson's disease according to the literature:
Transversion of a T base by a G (M [ATG]> R [AGG]) in heterozygosis close to the
intron splicing donor site 13 (c. 3060 + 5G> T) and deletion of a C base
(c.3402delC) generating an alteration in the reading frame resulting in a premature
stop codon (e.g. Alal1135GInfs * 13).

Keywords: Rare diseases, copper -transporting ATPases, Hepatolenticular
Degeration.
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1. Problema de Investigacion

1.1 Planteamiento del Problema

La enfermedad de Wilson (conocida por sus siglas en inglés WD) es un trastorno
genético, autosémico recesivo, caracterizado por la acumulacion toxica de cobre
en el organismo procedente de la dieta, y esto ocurre especialmente en el higado,

sistema nervioso, rifién y cornea (1).

En condiciones normales la mayor parte del cobre ingerido (1-3 mg/dia) se elimina
por la bilis y solo una pequeiia cantidad por la orina. Los pacientes con
enfermedad de Wilson presentan mutaciones en el gen ATP7B, localizado en el
cromosoma 1 (13g14.3-g21.1), que codifica la proteina ATPasa transportadora de
cobre tipo P (Holoceruplasmina), necesaria para eliminar el cobre sobrante desde
el interior de la célula hepética a la bilis (2). La deteccion temprana y el tratamiento
oportuno de la enfermedad de Wilson son fundamentales para prevenir
discapacidades neuropsiquiatricas, hepaticas y sistémicas permanentes, que

pueden llevar a la muerte del paciente (3).

La enfermedad de Wilson se ha convertido en un problema de salud publica en el
mundo, con una incidencia de 1/30.000 nuevos casos por afio (4). Se manifiesta
generalmente entre los 5 y 35 afios, sin embargo, puede presentarse a cualquier
edad con sintomas leves o hallazgos bioquimicos anormales. Se estima que 1 de
cada 30.000 personas padece esta enfermedad en el mundo, sin embargo, 1 de
cada 90 puede ser portadora de alguna mutacién asociada a la enfermedad. La
dificultad en el diagndstico podria ser la principal causa de la falta de registro de
esta enfermedad a nivel mundial. Segun Coffey y colaboradores, con base en el
diagnéstico genético se han reportado las siguientes tasas de dicha enfermedad a
nivel mundial, 1/10,000 personas (Cerdefa, Italia), 2.5/100,000 (Alemania), 3/



100,000 (Austria), 3.3/100,000 (Japbn), 4.9/100,000 (Costa Rica), 1/7,000 (Reino
Unido) con frecuencia de portadora de 1 en 40 segun las pruebas de diagndstico

de mutacién de 181 pacientes (5).

En Colombia, no hay cifras oficiales de incidencia y prevalencia de WD. Sin
embargo, la Enfermedad de Wilson ha sido clasificada en la legislacion
colombiana como enfermedad huérfana, de acuerdo con la Ley 1392 de 2010 y la
resolucion 2048 de 2015 del Ministerio de Salud y Proteccién Social (6,7). Debido
a la baja prevalencia y alto nivel de complejidad, el Decreto 1954 de 2012, dicta
las disposiciones para poner en marcha un sistema de informacion de pacientes
con enfermedades huérfanas y establecer un censo con el fin de tener la
informacion de estas enfermedades que han sido definidas como de notificacion

obligatoria a los sistemas de vigilancia en salud publica nacional SIVIGILA (8).

Por su parte, la baja correlacién genotipo-fenotipo en la enfermedad de Wilson, se
ha convertido en un reto el diagnostico para los profesionales de la salud,
situacion que trae consigo un inicio tardio del tratamiento, lo que implica el
deterioro de los pacientes y una serie de complicaciones y secuelas permanentes

gue afectan su calidad de vida y la de su familia (2).
De acuerdo con lo planteado anteriormente, la pregunta problema es:

¢,Cudles son las caracteristicas genotipicas y clinicas de un paciente
diagnosticado con enfermedad de Wilson y su evolucion con el tratamiento

instaurado?



2.

2.1

Objetivos

Objetivo General

Analizar las caracteristicas genotipicas y clinicas del paciente diagnosticado con

enfermedad de Wilson y su evolucién durante el tratamiento recibido con el

analisis de un caso clinico.

2.2

Objetivos especificos

Describir las caracteristicas clinicas - epidemiologicas del paciente con
enfermedad de Wilson a través de la entrevista con el paciente y su familia,
la elaboracién de un familiograma, el analisis detallado de la historia clinica,
y la realizacion de pruebas de laboratorio.

Analizar la relaciébn genotipo — fenotipo del paciente diagnosticado con
enfermedad de Wilson a través de la secuenciacion de ultima generacion
(NGS) del gen ATP7B.

Correlacionar la evolucion clinica del paciente con enfermedad de Wilson

con el tratamiento instaurado.



3. Marco Teodrico

3.1 Definiciéon

La enfermedad de Wilson (WD, por sus siglas en inglés) es un trastorno
hereditario del metabolismo del cobre causado por la acumulacién patolégica de
este metal en muchos érganos, en particular en el higado y el cerebro, lo que

conduce a una amplia gama de signos y sintomas (9).

La enfermedad es causada por mutaciones homocigotas 0 heterocigotos
(presencia de dos alelos mutantes diferentes) en el gen ATP7B que codifica una
ATPasa transportadora de cobre transmembrana que media la excrecion de cobre
en bilis y proporciona el cobre necesario para la sintesis funcional de

ceruloplasmina (la proteina principal que contiene cobre en la sangre) (10).

En WD, la funcién defectuosa de ATP7B conduce a una sobrecarga de cobre en
los hepatocitos, asociandose a enfermedad hepatica. El exceso de cobre también
se libera en la circulacidon sanguinea con una acumulacion patoldgica secundaria
en otros tejidos, especialmente en el cerebro, que puede provocar sintomas
neurologicos y trastornos psiquiatricos. Los sintomas varian ampliamente y se
presentan mas comunmente entre las edades de 5 a 35 afios. La WD es rara, se
estima una prevalencia de la enfermedad sintomética en 1 en 30.000 nacidos
vivos aproximadamente. Pertenece a un grupo de trastornos genéticos que
pueden manejarse con éxito si se diagnostican y tratan correcta y oportunamente

(9,11); sin embargo, si no se trata, WD es potencialmente fatal (12—-14).

Samuel Alexander Kinnier Wilson describié por primera vez la enfermedad de
Wilson (WD) en 12 pacientes en 1912 (15). Sin embargo, antes que fuera
catalogada como una enfermedad, en 1883, Westphal, describié los casos de



pacientes con sintomas asociados a temblores dominantes, los cuales fueron
relacionados con lo que hoy se conoce como enfermedad de Wilson(16). De igual
forma, Kayser y Fleischer en 1902 y 1903 respectivamente, relacionaron los
anillos corneales patognomonicos con la enfermedad (17). Luego siguié el
descubrimiento de las alteraciones en el metabolismo del cobre como la etiologia
de la WD y la herencia autosémica recesiva. En 1945, se introdujo el primer
tratamiento para la toxicosis por cobre en WD, British anti-Lewisite (BAL) (15).
Rumpell demostro el incremento en el contenido de cobre en higado y encéfalo en
1913, hecho que se ignoraria hasta que Mandelbrote en 1948 encontrd cupruria

aumentada en pacientes con WD (18).

En 1956, la d-penicilamina se convirtié en el primer farmaco oral para WD, seguido
de la disponibilidad de sales de zinc en 1961 y trientina en 1982. Starzl y
colaboradores realizaron el trasplante de higado como ultimo tratamiento clinico
para la WD en 1971. En 1993, el gen ATP7B, fue localizado en el cromosoma 13q
y se encontré que codificaba una ATPasa de tipo P involucrada en el transporte de
cobre (19). En el 8.° Encuentro Internacional sobre la enfermedad de Wilson,
Leipzig, Alemania (2001) se disefi6 una puntuacion para mejorar la precision en el
diagnéstico de esta enfermedad basado en datos clinicos, bioguimicos,

moleculares y genéticos disponibles hasta el momento (20)

3.2 Epidemiologia

Se transmite con un patron de herencia autosémico recesivo. La prevalencia
reconocida mundialmente es 1:35 000, aunque es diferente en las diversas
poblaciones estudiadas (21). Dos estudios epidemioldgicos realizados en
Alemania y Japon en la década del 70 indicaron una prevalencia de WD de 29 por
1,000,000 y 33 por 1,000,000, respectivamente (22,23). Hu y colaboradores,
encontraron en 2010, en un estudio poblacional en la provincia china de Hanshan



una prevalencia de 58,7 por 1.000,000 (24). Estudios epidemiologicos realizados
en comunidades insulares informaron una frecuencia en islas Canarias (Espafia):
1 por 2,600; Cerdefia (ltalia) 1 por 7,000) (5,12,25). En un estudio realizado en el
Reino Unido, la frecuencia calculada de portadores de alelos ATP7B patdégenos
mutantes fueron de aproximadamente 1 por cada 7,000 individuos, con

mutaciones heterocigotos de hasta el 2,5 % en la poblacién general (5).

La baja prevalencia de casos reportados de la WD, puede relacionarse con el
subdiagnaéstico de la misma, debido a su variable presentacion que conduce a un
diagnéstico insuficiente y erréneo, a la baja sensibilidad de ciertas pruebas del
metabolismo del cobre y a la penetrancia clinica desconocida relacionada con la
edad de aparicion de las manifestaciones clinicas dadas por las mutaciones de
ATP7B. Con el aumento del conocimiento de WD entre los médicos y la
disponibilidad creciente de pruebas genéticas, el numero de pacientes
diagnosticados parece estar aumentando (21). Sin embargo, los nuevos meétodos
genéticos que incluyen la secuenciacion completa del gen ATP7B son costosos y

no estan disponibles en todos los paises (26).

En cuanto a la mortalidad, los datos en pacientes presintomaticos con WD que
cumplen con el tratamiento son comparables a los de la poblacion general (11).
Sin embargo, en la poblacion enferma (independientemente de la adherencia, los
sintomas clinicos, la etapa inicial de la enfermedad o el tipo de tratamiento), los
estudios generalmente muestran que las tasas de mortalidad en estos pacientes
son mas altas (5-6,1 %) que en los controles sanos (26—28). En conclusién, la
presencia de enfermedad hepética y neuroldgica avanzada, asi como la falta de

adherencia al tratamiento por los efectos secundarios afectan la supervivencia.



3.3 Fisiopatologia

El cobre es un oligoelemento esencial para el ser humano. Funciona como
cofactor para muchas enzimas y proteinas, interviene en la movilizacion del hierro,
en la desintoxicacién de radicales libres y en la creacion de uniones celulares. Su
exceso puede llegar a ser toxico por la gran capacidad oxidativa que posee. La
ingesta total diario promedio de cobre es de 1-3 mg siendo absorbida del 10 al 50
% de esta cantidad. En el intestino delgado pasa al interior del enterocito por la
proteina de transporte de cobre 1 (CTR1) y, posteriormente, al torrente sanguineo
con la proteina ATP7A para ligarse a la proteina albumina y aminoacidos. La

cantidad total de cobre en el organismo es de 50 a 150 mg (3).

La mutacion ATP7B y la inactivacion del transportador ATP7B dan como resultado
falla en la excrecién biliar de cobre que conduce a la homeostasis del cobre
alterada. ATP7B también es responsable del transporte de cobre para la sintesis
de ceruloplasmina funcional que resulta en su nivel sérico disminuido. En WD, los
niveles de cobre sérico total pueden disminuir debido a la baja formacion de
ceruloplasmina; sin embargo, los niveles de cobre no unido a ceruloplasmina
toxicos a menudo son elevados (12). La sobrecarga hepatica y sistémica de cobre

toxico es la principal causa de dafio tisular y los sintomas clinicos en WD.

La causa principal de los sintomas clinicos en la enfermedad de Wilson son los
cambios patoldgicos en los tejidos provocados por los efectos téxicos del exceso
de cobre (29). El cobre labil no ligado a ceruloplasmina (es decir, el conjunto de
iones ligados libremente a la albumina y otras moléculas que pueden participar
facilmente en reacciones quimicas) presente en la sangre, es absorbido de
manera continua por practicamente todos los tejidos, posiblemente a través de la
proteina CTR1 y el transportador de metal divalente (DMT1). Este ultimo
aparentemente transporta iones de cobre por via intracelular incluso en exceso
(30).



La toxicidad del exceso de cobre en los tejidos es presumiblemente una
consecuencia de su actividad redox que conduce al estrés oxidativo y al dafio
posterior de los lipidos, proteinas, moléculas de ADN y ARN (30). Otros posibles
mecanismos de toxicidad del cobre incluyen la induccion de apoptosis mediante la
activacion de la esfingomielinasa acida, que desencadena la liberacion del
mensajero secundario apoptotico ceramida (31), asi como la inhibicion directa de
las actividades enzimaticas a través de su union no especifica a los grupos tiol de
proteinas (32,33). A nivel subcelular, las mitocondrias son los objetivos més

sensibles para la toxicidad inducida por cobre (2,34).

3.4 Homeostasis de cobre

El cobre es esencial para la fisiologia humana: el cobre sirve como un cofactor de
enzimas que estan involucradas de manera critica en la respiracion (citocromo c
oxidasa), activacion de péptidos neuroendocrinos (peptidil-a-monooxigenasa),
pigmentacion (tirosinasa), sintesis de catecolaminas y depuracién (dopamina, B-
monooxigenasa), defensa radical (superéxido dismutasas [SOD], SOD1 y SOD3) y
muchos otros procesos celulares (16). En la sangre, la ceruloplasmina, principal
proteina que transporta cobre, contiene seis atomos de esté por molécula
(holoceruplasmina), pero puede estar presente como la proteina sin el cobre

(apoceruloplasmina).

El consumo normal en la dieta y la absorcién de cobre, contribuido principalmente
por legumbres, papas, nueces y semillas, chocolate, carne de res, visceras y
mariscos (35), normalmente, exceden la demanda metabdlica y los niveles
apropiados se controlan mediante la regulacion de la excrecion biliar de cobre
(12,36). Sin embargo, estos mecanismos homeostaticos son afectados en la

enfermedad de Wilson.



El equilibrio de cobre normalmente se mantiene mediante una red de proteinas,
gue incluye transportadores de cobre transmembrana, proteinas portadoras de
cobre citosolicas, moléculas de almacenamiento de cobre (metalotioneinas) y
enzimas que requieren cobre. Ademas, las proteinas que no se unen directamente
al cobre, sino que regulan la abundancia o actividad de las proteinas de union /
transporte del cobre también contribuyen a la homeostasis del cobre celular. Esta
red reguladora incluye proteinas adaptadoras, quinasas, componentes de la
maquinaria de trafico celular, asi como proteinas de union a ADN y ARN. Los
mecanismos que regulan la homeostasis del cobre son especificos de las células y
los tipos de células difieren significativamente en la abundancia, distribucion y
comportamiento celular de sus principales moléculas homeostaticas de cobre y
sus reguladores. Sin embargo, el mismo conjunto de proteinas del nucleo regula la

homeostasis del cobre en la mayoria de las células (26).

El cobre ingresa principalmente a las células a través del transportador de cobre
de alta afinidad 1 (CTR1) (37-39). Chaperonas de cobre, por ejemplo, copper
chaperon for superoxide dismutase (CCS) y la proteina antioxidante 1 (Atox1),
envian el cobre a objetivos intracelulares especificos. ATP7A y ATP7B transportan
cobre a la red trans-Golgi para su posterior incorporacion en enzimas
dependientes de cobre y a la membrana celular para la excrecién de cobre que

esté presente en exceso.

Los hepatocitos del higado son el sitio de dos procesos fisiolégicos importantes
gue involucran el cobre: primero, la ATP7B proporciona cobre para su
incorporacion en la apoceruloplasmina para la sintesis de ceruloplasmina
funcional; en segundo lugar, la ATP7B facilita el proceso de excrecién de cobre
biliar. La inactivacion de ATP7A (el gen asociado con la enfermedad de deficiencia
de cobre cerebral, o enfermedad de Menkes) o ATP7B produce un marcado
desbalance de cobre, junto a la inactivacion de enzimas especificas dependientes

de cobre, y se manifiesta clinicamente como Menkes o WD, respectivamente.



Ademés, el sindrome de MEDNIK (retraso mental, enteropatia, sordera,
neuropatia, ictiosis y queratodermia) esta causado por mutaciones en el gen de
una proteina adaptadora que participa en el trafico intracelular de ATP7A y ATP7B
(26,39).

Las mitocondrias utilizan el cobre celular para la respiracion y también son
reguladores clave del equilibrio del cobre celular (40). No esta claro como se
distribuye el cobre entre las proteinas de cobre citosoélicas y las proteinas de unién
a cobre en las mitocondrias. Un modelo sugiere que un gradiente de afinidades de
unidn proteina-cobre y, presumiblemente, la abundancia relativa de proteinas
regula la division del cobre entre las proteinas citosdlicas (41). Las mutaciones
inhibitorias en las proteinas SCO1 y SCO2, que facilita la incorporacion de cobre
en el citocromo ¢ oxidada, dan como resultado una disfuncion mitocondrial y una
homeostasis celular de cobre alterada (40). ElI conocimiento de la red
homeostatica de cobre en general continia expandiéndose, y su conexion con

numerosos procesos celulares se hace cada vez mas evidente.

Recientemente, se han descubierto nuevas funciones para el cobre en los
procesos fisioldgicos normales y en la fisiopatologia de la enfermedad. Por
ejemplo, se ha hecho evidente que el desequilibrio de cobre es un factor que
contribuye a la inestabilidad homeostética lipidica (42,43). EI metabolismo lipidico
anormal asociado con una sobrecarga de cobre o una deficiencia se observa
comunmente en trastornos como WD, NAFLD y diabetes (42,44-46). Ademas, los
procesos fisioldgicos importantes, como el ensamblaje de quilomicrones,
angiogénesis, la mielinizacién de las neuronas, la cicatrizacion de las heridas y la
respuesta inmune dependen de la homeostasis del cobre (47-50). El papel del
cobre en la proliferacion celular y la angiogénesis esta encontrando sus primeras
aplicaciones en la préctica clinica como el agente de union a la proteina de cobre

(tetratiomolibdato), se esta evaluando en pacientes con cancer (51).



3.4.1 Higado

En el higado, en condiciones normales el cobre introducido por CTR1 se une a
ligandos de bajo peso molecular, como glutation, metalotioneinas y chaperona
HAH1 (también llamado Atox1). Atox1 sirve de almacenamiento transitorio hasta
su cesiéon al transportador ATP7B, que lo internaliza desde el citoplasma al
aparato de Golgi donde cede a cada molécula de apoceruloplasmina seis atomos
de cobre y la transforma en holoceruloplasmina pasando al plasma. Cuando el
cobre estd en exceso en el interior del citoplasma, el transportador ATP7B
modifica su situacidon y se coloca en una zona post-Golgi donde facilita la
eliminacion de vesiculas con alto contenido de cobre al canaliculo biliar. El cobre
trasportado en la bilis no se recupera por la circulacion enterohepatica. Cuando la
cantidad de cobre intracitoplasmatica es normal, el ATP7B vuelve a ocupar su
situacion previa, trans-Golgi. Asi, el transportador ATP7B tiene una doble funcion,
introducir el cobre en el aparato de Golgi y fijarlo a la apoceruloplasmina vy, por

otra parte, facilitar su excrecion biliar en situaciones de exceso (3).

El higado tiene la mayor expresion tisular del transportador de cobre ATP7B y es
el érgano central que regula el equilibrio sistémico de cobre. El deterioro de la
excrecion biliar de cobre causada por la disfuncion de ATP7B conduce a la
acumulacion hepética de cobre. La lesion hepética es, por lo tanto, la
manifestacion mas temprana y frecuente de WD. La concentracion de cobre
hepético en pacientes con WD generalmente aumenta en un factor de 5 a 20 en
comparacion con individuos sanos. El cobre no se distribuye homogéneamente
dentro del higado y su localizacion celular también varia durante la progresion de
la enfermedad. En las etapas iniciales, esta presente difusamente en el citoplasma
de los hepatocitos unidos a las metalotioneinas, proteinas ricas en cisteina con la
capacidad de unirse, almacenar y desintoxicar metales pesados. En etapas
posteriores, el cobre se acumula en los lisosomas y puede ser detectable por la

rodamila y la orceina (52). Las alteraciones mitocondriales severas en los



hepatocitos se pueden detectar temprano en el curso de la enfermedad (53). El
dafio mitocondrial puede provocar un deterioro del metabolismo de la energia
hepatocitica y la regulacion negativa de los genes implicados en la biosintesis del
colesterol, que contribuyen a la esteatosis hepatica. La lesion crénica de los
hepatocitos y la muerte celular en dltima instancia conduce a cambios
inflamatorios (hepatitis) y a la acumulacion neta de matriz extracelular (fibrosis)
dentro del higado. En particular, la apoptosis es una causa importante de pérdida
de hepatocitos y puede desencadenarse por el citocromo C liberado de las
mitocondrias dafiadas o por la activacion de la esfingomielinasa acida y la
liberacion de ceramida (53,54). Se pueden observar varios tipos de patologia
hepatica mediante microscopia O6ptica, incluidos los nucleos hepatociticos
glucogenados (es decir, inclusiones intranucleares Opticamente claras debido al
alto contenido de glucégeno con membrana acentuada), cuerpos de Mallory-Denk
(es decir, inclusiones celulares compuestas de elementos citoesqueléticos mal
plegados que incluyen queratina y union a ubiquitina proteina p62), inflamacion
portal y lobular en combinacién con esteatosis focal o difusa de hepatocitos (55).
En general, los hallazgos microscopicos en WD no son especificos; en la etapa
inicial, la patologia hepatica puede parecerse notablemente a la acumulacién de
grasa en el higado (NAFLD). Con dafio progresivo, tipicamente se desarrolla

fibrosis hepética inespecifica y, posteriormente, cirrosis macronodular.

Durante la progresion de la enfermedad, cuando la capacidad de almacenamiento
de los hepatocitos para el cobre se agota, el cobre ingerido y absorbido no puede
ser tomado por el higado y la cantidad de cobre Iabil no unido a ceruloplasmina
aumenta en el torrente sanguineo (56). Poco a poco, el cobre liberado de los
hepatocitos se acumula progresivamente en otros érganos, especialmente en el
cerebro, los ojos, los rifiones, los huesos y el corazén, ejerciendo toxicidad

extrahepética (30).



3.4.2 Cerebro

La concentracion de cobre en el cerebro en pacientes con WD puede alcanzar
valores de 10 a 15 veces mayores en comparacion con los sujetos de control
(57,58). La asociacién entre la concentracion de los depésitos de cobre y el dafio
al tejido cerebral se confirmd en un estudio de tejidos cerebrales provenientes de
11 pacientes con WD, que mostré un alto grado de correlacion entre el contenido
de cobre cerebral y la gravedad neuropatolégica (58). En primer lugar, el efecto
toxico del cobre es amortiguado por los astrocitos; al absorber el exceso de cobre,
aumentan en numero (astrogliosis), sufren inflamacién celular y aumentan la
sintesis de metalotioneina para aumentar su capacidad de almacenamiento de
cobre (58,59). La exposicion a largo plazo a altas concentraciones de cobre
finalmente resulta en astrocitos dafiados, disfuncion de la barrera
hematoencefélica y afliccion de otros tejidos cerebrales, incluidas las neuronas y

los oligodendrocitos.

Aparentemente, distintas regiones del cerebro tienen una clara susceptibilidad a la
toxicidad del cobre. Los cambios patologicos, que incluyen astrogliosis,
desmielinizacion y desintegracion de tejidos (que van desde un cambio histolégico
leve hasta una necrosis total), se informan con mayor frecuencia en los ganglios
basales, el tAlamo, el cerebelo y el tronco encefélico superior; estas anomalias se
representan como lesiones hiperintensas T2 en la resonancia magnética (MR). La
desmielinizacion afecta particularmente a los haces que pasan a través de los
ganglios basales y las fibras pontinas (60,61). En los ganglios basales, con
frecuencia estan presentes cambios inflamatorios con la acumulacion de
macroéfagos pesados cargados de hierro. Las lesiones hipointensas T2 en la RM
se asocian con un aumento de los depdsitos de hierro. ElI putamen es la region
cerebral mas frecuentemente afectada y severa en la WD, con lesiones
relacionadas principalmente con distonia, parkinsonismo y depresion (62). La

disfuncidn de las vias cortico-estriatales puede conducir a sintomas psiquiatricos y



déficits cognitivos que afectan principalmente al dominio ejecutivo (63). El
mesencéfalo dorsal, en particular la via dentada-rubototalamica, es otra estructura
frecuentemente afectada y su lesién puede estar asociada con fuertes temblores
(64). Las lesiones en la corteza y la sustancia blanca subcortical solo se informan
escasamente en pacientes tratados. Estas lesiones pueden estar asociadas con
convulsiones epilépticas (65). Ademas de la toxicidad del cobre, la encefalopatia
hepatica puede contribuir a los sintomas neuropsiquiatricos en la WD. Esto se ve
respaldado por la semejanza de anormalidades neuropatoldgicas, como la
presencia de astrocitos anormales conocidos como glia tipo Alzheimer, asi como
hallazgos especificos de MRI, es decir, hiperintensidades T1 bilaterales, en WD y
encefalopatia hepética. Las anomalias retinianas morfologicas y funcionales se
observan en la WD y estadn asociadas con la gravedad de la patologia cerebral

detectada por la RM y con el deterioro neuroldgico (66,67).

3.4.3 Cornea

El cobre acumulado al no ser excretado se deposita en practicamente todos los
tejidos, especialmente higado, cerebro, rifiones y coérnea (68). En 1902 Kayser y
1903 Fleischer, describieron el caracteristico anillo corneal que lleva sus nombres
alguno afos antes que Kinnear Wilson describiera exhaustivamente la enfermedad
en 1912 (69). El anillo tiene una caracteristica coloracion café verdosa en el
margen externo de la cérnea y es considerado diagnostico de la enfermedad, esta
presente en practicamente todos los casos de presentacién neurologica y entre
70-90% de la forma hepética (20).

El anillo puede ser visto a simple vista, pero es necesario el examen con lampara
de hendidura para confirmar su presencia en casos dudosos. Existen otros
cuadros que pueden provocar un anillo similar: cirrosis biliar primaria, hepatitis

cronica activa, colestasia intrahepatica progresiva de la infancia. La densidad del



anillo se asocia con la duracion de los sintomas y su desaparicion refleja en
general una buena respuesta terapéutica a los farmacos quelantes o al trasplante
hepatico. El anillo desaparece en forma inversa a como se formd, es decir,
desaparece primero centralmente y finalmente lo hacen los polos superior e
inferior (68).

3.4.4 Otros 6rganos

La fisiopatologia de la WD en otros 6rganos ha sido menos investigada que la del
tejido cerebral. La rapida liberacion de cobre causada por la necrosis de
hepatocitos en masa en la WD puede conducir a un gran aumento de sus niveles
sanguineos en cuestion de dias y, por lo tanto, puede simular una intoxicaciéon
aguda por cobre. Se manifiesta como anemia hemolitica Coombs negativo,
acompafnada de forma variable por rabdomidlisis (descomposicion del tejido del
musculo esquelético) y dafio tubular renal (70-72). El mecanismo de la hemdlisis y
la rabdomidlisis no esta dilucidado completamente. En los eritrocitos, el cobre
puede reaccionar con los lipidos de la membrana, asi como inhibir los grupos
sulfhidricos del glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la glutation reductasa; estos
procesos pueden reducir la capacidad antioxidante celular, lo que en Ultima
instancia puede conducir al dafio oxidativo de la hemoglobina y la membrana
celular (73,74). La rabdomiodlisis aguda puede ser el resultado de la inhibicién
inducida por cobre de la actividad Na + / K + -ATPasa en las fibras musculares
(75). La leucopenia y la trombocitopenia son hallazgos frecuentes en pacientes
con WD, que pueden atribuirse a secuestro esplénico en pacientes con

hipertension portal (76,77).

El cobre no unido a ceruloplasmina en el suero se filtra por el epitelio tubular renal
y se excreta a través de la orina. El exceso de cobre en el parénquima renal puede

causar disfuncién tubular renal (78). En la WD, se han observado cambios



patoldgicos en la estructura 6sea, como la osteomalacia y la osteoporosis, con una
mayor incidencia de fracturas espontaneas (79). Se ha sugerido que la
acumulacion de cobre en la membrana sinovial y el cartilago es la causa principal
de la osteoartritis y los cambios degenerativos acelerados con deformidades que
afectan articulaciones particularmente mas grandes (80). Ademas, la acumulacion
de cobre en el miocardio puede causar miocardiopatia y arritmias. EI examen
cardiaco patolégico ha mostrado fibrosis intersticial y de reemplazo, esclerosis
intramiocardica de pequefios vasos e infiltracion focal de células inflamatorias (81).

3.4.5 Genética de ATPasas tipo P

La superfamilia de las ATPasas de tipo P comprende enzimas unidas a la
membrana que utilizan la energia potencial de ATP para el transporte activo de
iones. La denominacion de tipo P se refiere a la fosforilacion (alcalina y estable al
acido) de un residuo de aspartato por ATP dentro del sitio catalitico (82—-85). Esta
reaccion de fosforilacién es un paso intermedio para la transduccion de energia y
los iones unidos al desplazamiento vectorial, antes de la escision hidrolitica de Pi.
ATP7B contiene los siguientes dominios funcionales: seis dominios de union de
cobre (NMBD), estos son necesarios para la funcion transportadora de cobre, un
dominio de activacién catalitica (dominio A), que incluye los residuos de
aminoacidos 837-864; que contienen un motivo Thr-Gly-Glu, involucrado en la
transduccion de la energia por hidrolisis de ATP para transporte de cationes, un
canal de cationes y dominio de fosforilacion (dominio P) que incluye los residuos
de aminoacidos 971-1.035; que contiene el motivo altamente conservado Asp-
Lys-Thr-Gly-Thr, un dominio de unién a nucleétidos (dominio N), que incluye los
residuos de aminoacidos 1.240-1.291, que contiene el motivo Ser-Glu-His-Pro-Leu
y ocho secuencias transmembrana hidrofobicas (TMBS 1-8), en una de los cuales
(region 6) es la secuencia Cys-Pro-Cys encontrada en todas las ATPasas de tipo

P. La transduccion de energia ocurre a través de un mecanismo de largo alcance,



gue incluye cambios secuenciales de conformacién de proteinas, o que permite la
union de cationes con alta afinidad en un lado de la membrana, seguido de
desplazamiento vectorial y liberacion con menor afinidad desde el otro lado (figura
1) (82-85).

Figura 1. Diagrama esquemético de reacciones secuenciales en el ciclo

catalitico de la ATPasa de Ca2 +
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Tomado de: Lewis y Cols. (2012). Distinctive Features of Catalytic and Transport Mechanisms in Mammalian
Sarco-endoplasmic Reticulum Ca 2+ ATPase (SERCA) and Cu + (ATP7A/B) ATPases.

La caracterizacion detallada de las ATPasas tipo P involucradas en el transporte
activo de Na + o Ca2 + es favorecida por su abundancia natural en las membranas
nativas, lo que ha permitido estudios bioquimicos y cristalograficos. Ademas, las
concentraciones de iones alcalinos y alcalinotérreos dentro de los compartimentos
delimitados por membrana son bastante altas (0.1 yM-mM), lo que permite estimar
las concentraciones de iones libres y los gradientes electroquimicos
transmembrana, asi como las determinaciones estequiométricas de iones unidos

mediante el uso de trazadores radiactivos. Por otro lado, la caracterizacion de las



P-ATPasas de iones de metales de transicion ha sido mas dificil debido a las bajas
cantidades de estas enzimas en las membranas nativas y a las concentraciones
extremadamente bajas de iones de metales de transicién (por ejemplo, el cobre)
dentro de los liquidos intra y extracelulares. Ademas, la fisiologia de la
homeostasis del metal en la transicion citosoélica es bastante compleja, ya que
involucra transportadores tales como proteinas chaperonas, que entregan iones a

las P-ATPasas en un lado de la membrana y las reciben del otro lado (86-91).

Las Cu + -ATPasas contribuyen a la homedéstasis bacteriana a través de su
participacion en la desintoxicacion de Cu + y el ensamblaje de cuproproteinas. Las
contribuciones originales y fundamentales a la caracterizacion de las ATPasas de
cobre bacteriano se obtuvieron mediante el uso de Archaeoglobus fulgidus CopA
termofilica como una proteina modelo dentro de la subfamilia de ATPasas de tipo
PIB. La caracterizacion funcional [19] de la proteina clonada y expresada
heterdloga indico que esta enzima CopA es activa a alta temperatura (75 ° C) en
presencia de Ag + o Cu +, utilizando ATP mediante la formacién de un &cido
intermedio estable y continuando con la actividad hidrolitica. a una tasa maxima de

3.66 umol / mg / h en presencia de Cu +(92).

Una comparacion (Figura 1) de ATPasas de tipo PIB con la subunidad a de Na +/
K + -ATPasa (una ATPasa de tipo PII tipica) muestra que A. fulgidus CopA es una
proteina de 804 aminoacidos que coincide con el patron topoldgico tipico de otros
- ATPasas tipo PIB, con una gran asa citoplasmatica que contiene la secuencia
DKTGT (como en el tipo PIl) y ocho segmentos transmembrana (en lugar de diez
como en el tipo PIl). Los residuos invariables en la region transmembrana (dos
residuos de cisteina y una tirosina para el sitio I, y una asparagina, una metionina
y una serina para el sitio Il) contribuyen a dos TMBS de alta afinidad, cuya
ocupacion simultadnea es necesaria para el recambio enzimético(93,94) (Figura 2).
Ademas, el A. fulgidus CopA tiene un NMBD (dominio de unién a metal N-terminal)

con un Unico lugar de unién a Cu + (CXXC) en el N-terminal, que no esta presente



en las ATPasas de tipo PIl. EI NMBD aumenta en longitud, con un mayor niumero
de lugares de unién a Cu + en otras ATPasas de tipo PIB, hasta seis en enzimas
eucariotas (Figura 2). La microscopia crioelectronica de los cristales tubulares
bacterianos de CopA revela que el NMBD interactla con el sitio citosélico, lo que

sugiere un efecto dependiente de cobre en el papel regulador de la NMBD(95).

Figura 2. Topologia de membrana y disposicién secuencial de dominios

funcionales conservados de CPx-ATPasas
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Fuente: Mandal, A.K., Cheung, W.D. and Argtiello, J.M. Characterization of a thermophilic P-type
Ag+ /Cu+ -ATPase from the extremophile Archaeoglobus fulgidus. Journal of Biological Chemistry.
2002.

Con respecto a la estructura de la proteina, los primeros estudios cristalograficos,
utilizando dominios aislados de A. fulgidus Cu + -ATPasa, identificaron
caracteristicas del dominio principal, como el sitio ("A") y dominios de unién a ATP
('N"), analogos a los del tipo Pl ATPasa(96—-98)

Como sugiere el analisis de secuencia, presentado en la figura 3, el diagrama 2D

esquematico de la estructura de alta resolucibn muestra un casco con tres



dominios (N, P y A) que estan presentes en otras ATPasas de tipo P. Sin
embargo, hay ocho segmentos transmembrana (en lugar de diez como en
ATPasas tipo PIl, es decir, ATPasa Ca2 +), con tres segmentos transmembrana N-
terminales considerados especificos y denominados MA, MB y MC (o M1),
seguidos de M2, M3, M4, M5 y M6 en interfaz con el casco en analogia con las
ATPasas tipo PIl. Ademas, aunque en las ATPasas tipo PIl el dominio A interactia
con el primer, segundo y tercer segmento transmembrana, el dominio A de la
ATPasa de cobre interviene solo entre los segmentos transmembrana M2 y M3,
sin interfaz con MC (M1 en PIlI-ATPasa terminologia). Ademas, MB incluye una
hélice anfipatica enroscada colocada en la superficie de la membrana citosélica.
Esta hélice transmembrana especifica de PIB se dobla en un sitio doble glicina
gue muestra una hélice anfipatica que recubre un supuesto punto de entrada de

cobre en la interfaz citosdlica (84).

Figura 3. Diagrama plegable de la secuencia (bacteriana) de T. maritima
CopA



CXXC motif H479

CopA

Fuente: Lewis y Cols. (2012). Distinctive Features of Catalytic and Transport Mechanisms in Mammalian
Sarco-endoplasmic Reticulum Ca 2+ ATPase (SERCA) and Cu + (ATP7A/B) ATPases. La secuencia de
longitud completa comprende 726 aminoéacidos, incluido un NMBD, seguido de cuatro segmentos
transmembrana muy separados (Ma, Mb, Mc y M2) y un dominio A extramembranoso. El segmento
continta con dos segmentos transmembrana (M3 y M4), una gran region, que incluye los dominios
Ny P, y dos segmentos transmembrana estrechamente separados (M5 y M6) en el extremo C. Una

MB mas corta

La identidad e importancia de las ATPasas de cobre de tipo P humano se observo
por primera vez en el analisis genético de pacientes afectados por la enfermedad
de Menkes, que demuestra anormalidades en un gen relacionado con ATPasas de
transporte de cationes tipo P(99). Esta enzima se denominé ATP7A. También se
informo que el gen responsable de la enfermedad de Wilson codifica una ATPasa
de transporte de cobre que tiene homologia con el gen de la enfermedad de

Menkes (100). Esta enzima se denomin6é ATP7B.



Esta claro que las dos enzimas juegan un papel esencial en la fisiologia celular, ya
gue estan involucradas en la transferencia de cobre dietario de los enterocitos a la
sangre, la exportacion de cobre del higado a la bilis, mantienen el cobre
intracelular por debajo de los niveles tdxicos mediante la translocacion del citosol a
través de la membrana celular y contribuyen a la biosintesis de proteinas mediante
la entrega de cobre en la luz de la via secretora donde el ion metalico se incorpora
a las enzimas dependientes de cobre. Las propiedades importantes de estas
enzimas estan relacionadas con su trafico entre la red trans-Golgi y las vesiculas
exociticas ubicadas en o cerca de la superficie celular apical (ATP7B) o
basolateral (ATP7A).

La interaccién con otras proteinas y la implicaciéon de las quinasas de sefalizacion
parecen estar involucradas en la funcidon de activacion y el trafico de cobre

ATPasas de mamiferos (101).

La estructura de las ATPasas de cobre de mamiferos (Figura 4), en analogia con
las ATPasas de cobre bacterianas [45], comprende un casco con los dominios N,
P y A y motivos cataliticos conservados, y ocho segmentos transmembrana que
incluyen TM4, TM5 y TM6 (102).

Figura 4. Estructura de las ATPasas de cobre de mamiferos
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Fuente: Lewis y Cols. (2012). Distinctive Features of Catalytic and Transport Mechanisms in Mammalian
Sarco-endoplasmic Reticulum Ca 2+ ATPase (SERCA) and Cu + (ATP7A/B) ATPases. Modelo de plegado
en 2D de la secuencia ATP7B (mamifero). El diagrama muestra ocho segmentos transmembrana
gue incluyen un sitio de unidn a cobre (TMBS). Los residuos amarillos en el TMBS probablemente
estan involucrados en la union del cobre. La regién extra membrana comprende un dominio de
unién a nucleétidos (N) con el residuo His1069 cuya mutacién se encuentra con frecuencia en la
enfermedad de Wilson; el dominio P, con varios residuos (en amarillo) conservados en tipo P
ATPasas, donde Aspl027 se somete a fosforilacion para formar la fosfoenzima catalitica
intermedia (EP); el dominio A con la secuencia conservada TGE (amarilla) involucrada en la
asistencia catalitica de escision hidrolitica EP; el NMBD con seis sitios de unién a cobre; y una
cadena C-terminal. Como se sugiere en [46], un segmento anfipatico retorcido de la segunda hélice
puede superponerse a la superficie de la membrana citosélica. Los residuos de serina sometidos a
fosforilacién asistida por quinasas (Ser478, Ser481, Serl121 y Ser1453) residen dentro de bucles

flexibles de la proteina

3.4.6 Mutaciones en ATP7B

Como se mencion6 anteriormente, la WD es una enfermedad autosémica recesiva

causada por mutaciones que afectan el gen ATP7B, localizado en la region



cromosomica 13g14.3 — g21.1, que contiene 20 intrones y 21 exones(103). Se han
descrito alrededor de 700 mutaciones de acuerdo con The Human Gene Mutation
Database (4,104) y los pacientes pueden ser homocigotos para una mutacion
causante de la enfermedad o portar dos mutaciones diferentes, conocido como
como heterocigotos compuestos(105,106) . Las mutaciones pueden afectar a casi
todos los 21 exones y con frecuencia son de sentido erroneo o sin sentido. La
mutacion de sentido erroneo H1069Q en el exdn 14 es muy comun. Alrededor del
50-80% de los pacientes con WD de Europa Central, del Este y del Norte tienen al
menos un alelo con la mutacion H1069Q. En el sur de Europa, otras mutaciones
son comunes, como la mutacion de sentido erroneo M645R en el exdn 6 en la
Espafia continental(107). EI R778L en el exdn 8 se encuentra con mayor
frecuencia en el sudeste asiatico, donde la mutacion tiene una frecuencia de alelo
de 14 a 49%(10). Ambas mutaciones causan niveles disminuidos de proteina

ATP7B asociados con una mayor degradacion de la misma(108).

Varios estudios han intentado la dificil tarea de correlacionar el genotipo con el
fenotipo. Algunos experimentos in vitro han demostrado que diferentes variantes
de ATP7B presentan diferentes propiedades funcionales con una actividad
variable del transportador de cobre (109). Estudios realizados en la década de
2000 sugirieron que la homocigosidad de la mutacion H1069Q lleva a una
presentacion neurolégica mas tardia y mas frecuente que las presentaciones
heterocigotos H1069Q (109,110). Las mutaciones truncadas de ATP7B se han
asociado con insuficiencia hepatica aguda y una edad mas temprana de aparicion
de la enfermedad (111,112). Sin embargo, a pesar de estos y otros estudios
realizados en poblaciones pequefias que intentan correlaciones de genotipo a
fenotipo no han sido concluyentes (113-115). Esto se debe en parte a la deficiente
caracterizacion fenotipica de los pacientes, el diagndstico tardio y los signos vy
sintomas neurolégicos, psiquiatricos y hepaticos que se superponen en diversas
severidades. Lo méas probable es que los factores genéticos y ambientales

interactien para influir en el fenotipo complejo; sin embargo, se requieren estudios



adicionales para proporcionar evidencia concluyente para demostrar asociaciones

especificas.

3.4.7 Estructuray funcidon génica

En 1985, Goldwitch y colaboradores informaron que el gen defectuoso causante
de la enfermedad de Wilson se localiza en el cromosoma 13 (116). El gen WD
(OMIM 277900) fue identificado casi simultaneamente por tres grupos de
laboratorios diferentes como el gen ATP7 B(116-118). Este gen codifica para
ATPasa transportadora de cobre de tipo P (ATP7B). El gen ATP7B consiste en 21
exones que abarcan 100 kb en el cromosoma 13g14.3, con un marco de lectura
abierto de 4,3 kb que codifica una proteina de 1465 aminodacidos, designada

ATP7B (119). Lo cual se esquematiza en la figura5y 6

Figura 5. Estructura y  funcion de la  proteina  ATP7B
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Representacion esquematica del gen ATP7B y la proteina ATP7B humana correspondiente. El diagrama
superior muestra la region promotora 5'UTR y los exones separados por intrones. El diagrama inferior muestra
la organizacién del dominio de la ATPasa de cobre humano. Los motivos de aminoacidos conservados estan
presentes en la estructura central de cada dominio funcional, es decir, SEHPL, TGDN y GDGVND en el
dominio N, DKTG en el dominio P y PD en el dominio A. M, bicapa fosfolipidica de la membrana; Cu, los
dominios de unién a metales del canal de catién trasmembrana; Tm, dominios transmembrana. Fuente: Fanni
(120).

Figura 6. Estructura organizacional de la proteina ATP7B
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Estructura tridimensional de ATP7B que muestra los dominios transmembrana (azul), el dominio del actuador
(amarillo), el dominio de unién a nucleétidos (rosa), el dominio de fosforilacion (verde). (b) Se han mostrado
los sitios reguladores que son importantes para la regulacion y localizacion de la proteina. El dominio N-
terminal (1-648) es el sitio principal para la regulacién de la molécula. El bucle luminal que conecta TM1 y 2
(mostrado en verde) es importante para la unién y liberaciéon de cobre (ATP7A). Fuente: Gupta (121).

3.4.8 Distribucién geografica de las mutaciones ATP7B

Como se indic6 anteriormente se han identificado alrededor de 700 mutaciones del
gen ATP7B en todo el mundo(4,104). p.His1069GIn se considera la mutaciéon mas
frecuente en Europa central y oriental. Varios investigadores han sugerido que
esta mutacion podria haber surgido originalmente de Europa del Este (107). Hay
una gran diferencia en la prevalencia de esta mutacidn entre pacientes con
enfermedad de Wilson dependiendo de su area geografica y antecedentes étnicos
(122). Por ejemplo, en paises europeos, la frecuencia alélica mas alta se observa
en Polonia (72 %), seguida de Eslovaquia (57 %) y Bulgaria (55,8 %). En otros
paises europeos con datos disponibles de la mutacion, las frecuencias alélicas son
las siguientes: Rusia (49 %), Antigua Yugoslavia (48,9 %), Alemania (47,9 %),
Hungria (42,9 %), Rumania (38,1 %), Suecia (38 %), Grecia (35 %), Austria (34,1
%), los Paises Bajos (33 %), Reino Unido (19 %), Dinamarca (18 %), Italia
continental (17,5 %), Turquia (17.4 %) y Francia (15 %). Sin embargo, ciertos
paises dentro de Europa exhiben un espectro de mutacion diferente. En Espafia,
la mutacién sin sentido p.Met645Arg (27 %) es la mas frecuente, mientras que, en
las Canarias la mutacion p.Leu708Pro es la mutacion predominante (64 %). Otra
excepcion es Cerdefia, que segun se informa tiene una alta prevalencia de WD.
En esta region, existe una mutacion de delecion unica en el 5 'UTR (c.-441 -
427del) con una frecuencia observada del 60,5 % seguido de p.Met822fs (8,5 %) y
p.Valll46Met (7,9 %) (30). La mutacion p.His1069GIn también se ve en algunos

Paises de Asia y América del Norte y del Sur.



Estudios comparativos de mutaciones WD realizados en poblaciones de diferentes
regiones de la India sugieren una alta heterogeneidad genética y ausencia de un
solo o un numero limitado de mutaciones de origen comun (30). Lo anterior refleja
la diversidad étnica del pais. En el norte de India, las mutaciones mas prevalentes
son p.Arg778Trp (19 %), p.lle1102Thr (12 %) y p.Pro992His (9 %), mientras que
en el sur, p.Alal003val (11 %), p.Cys271 * (11 %), p.Pro768Leu (9 %) y
p.Arg969GIn (9 %) tienen una alta prevalencia. Lo anterior se refleja en el oeste y
este de la India. En el este, p.Cys271 * (16 %), p.Glyl061Glu (11 %) y ¢.1708-
1G4C (8.5 %) son las mutaciones mas comunmente observadas, mientras que en
el oeste, p.Cys271 * (20 %), p.Glul22fs (11 %), p.Thr977Met y p.Leu795Phe (6 %)

son las mutaciones que mas predominan (30).

Se podria concluir que la mutacién p.Cys271* como la mutacion mas frecuente
observada en la poblacion india, sin embargo, su presencia no se ha informado en
el norte (123-126).

En China, el 67 % de las mutaciones WD se encuentran en los exones 8, 12 y 13
(Li y colaboradores. 2011), siendo p.Arg778Leu la mutacion mas prevalente (28,4—
33,8 %). Los dos siguientes son p.Pro992Leu (8,8-11,2 %) y p.Thr935Met (0,86—
6,8 %). En Japon, las mutaciones se concentran en los exones 8, 13 e intron 4, lo
que representa el 49 % de ellas (127). Las mutaciones p.Asn958fs (15,9-20 %)
seguido de p.Arg778Leu (13,4-20 %) y ¢.1708-5T4G (10-11%) son los mas
frecuentes. En Corea del Sur, las mutaciones predominantes en orden decreciente
de su prevalencia son p.Arg778Leu (37,9 %), p.Asnl270Ser (12,1 %) y p.
Ala874Val (9,4 %). Por lo tanto, la mutacion p.Arg778Leu estd muy generalizada

en toda esa region.(30).

En Arabia Saudi, Al Jumah y colaboradores (128) llevaron a cabo un analisis de
ADN de 56 pacientes con WD para identificar su estado de mutacion. El analisis
genético mostré mutaciones que causan enfermedades en tres exones (exones 8,

19 y 21) del gen ATP7B en el 50 % de los pacientes. Las dos mutaciones mas



comunes fueron p.GIn1399Arg (32 %) seguido de p.Ser774Arg (16 %). En un
estudio realizado en 2011 en Irdn se encontro que la mutacion p.His1069GIn es la
mutacion mas prevalente en una poblacion irani con una frecuencia de alelos del
19 %. Sin embargo, es importante tener en cuenta que los cuatro pacientes
homocigotos en los que se observl esta mutacién tenian sintomas hepaticos y
tenian entre 5 y 40 afios. Esto contrasta con lo que hallado en relacién con la
mutacion p.His1069GIn asociada con enfermedades del SNC y un inicio posterior
de la enfermedad (30).

En el continente africano, Egipto es el Unico pais para el que se dispone de datos
de mutacion WD. En 2011, se realizé la secuenciacion del gen ATP7B para 64
nifos egipcios. La mutacibn mas comun fue IVS18-2A4G (7 %), seguida de
p.His1126fs (6,25 %) y p.His1069GIn (5,46 %) (30).

En Brasil, el 62.5 % de las mutaciones se encontraron en los exones 8 y 15,
mientras que un estudio en los Estados Unidos revelé que el 84 % de las
mutaciones se encuentran en los exones 14 y 18. En los Estados Unidos
p.His1069GIn tuvo la mayor prevalencia (40,3 %) seguido de p.Asn1270Ser (1,9
%) y Gly1266Arg (1,9 %). En Brasil las mutaciones mas predominantes fueron
p.Alal135fs (30,8-31,7 %) y p.Leu708Pro (15,8-16,7 %) (30).

3.4.9 Otros genes asociados con la enfermedad de Wilson

Diversos estudios han explorado el papel de las proteinas y genes mutados
distintos de ATP7B como contribuyentes al fenotipo WD. La proteina PNPLA3
(Patatin-like phospholipase domain-containing 3) estd involucrada en el
metabolismo de los triglicéridos; una variante de PNPLA3, cominmente asociada
con la enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD), también se ha

asociado con la severidad de la esteatosis hepatica en pacientes con WD (129).



La pérdida de funcion de PNPLA3 se ha relacionado con la acumulacion de
triglicéridos en los hepatocitos y las células estrelladas hepaticas (células de Ito)
(130). Ademés, se propuso que el alelo ApoE €4 del gen de la apolipoproteina E
(ApoE), que desempeiia un papel en el metabolismo de los lipidos y las
enfermedades neurodegenerativas, es un modificador del fenotipo WD (131), pero
un estudio realizado en 383 individuos con WD mostré que el genotipo ApoE €4 no
tenia asociacion ya sea con el fenotipo hepatico o neurolégico (132). Sin embargo,
las mujeres positivas para ApoE €4 tendian a manifestar la enfermedad a una
edad mas temprana en comparaciéon con las mujeres con genotipo €3 / €3,
particularmente cuando también eran homocigotos para la mutacién H1069Q. Las
mutaciones en el gen COMMD1 (copper metabolism domain containing 1)
anteriormente conocido como MURRZ1, fueron identificadas en el 30 % de 63
pacientes de un estudio realizado en Reino Unido, el cual andlogamente ha
demostrado su presencia en toxicosis canina por cobre en Bedlington terriers
(133). Sin embargo, estudios posteriores sobre diferentes poblaciones no pudieron
confirmar estos hallazgos (134,135). La chaperona de cobre Atox1 también ha
recibido mucha atencién debido a su interaccion con ATP7B, pero estudios
correlacionales en pacientes con WD no pudieron identificar un papel significativo
para las mutaciones ATOX1 (136-138).

3.5 Epigenética

Datos obtenidos de estudios realizados en modelos animales indican que los
mecanismos epigenéticos pueden estar involucrados en la patogénesis de WD y
su presentacion fenotipica. Varios estudios de casos describen gemelos
homocigotos con WD que presentan diferentes fenotipos de enfermedad (139-—
141). Ademas, el papel potencial de los factores ambientales y nutricionales en los
mecanismos epigenéticos ha sido explorado en modelos animales de WD. En la

interaccidn entre la regulacion de la expresion génica y el medio ambiente esta el



metabolismo de la metionina, que tiene efectos reguladores sobre los mecanismos

de metilacion (16).

La enzima S-adenosilhomocisteina (SAH) hidrolasa (SAHH) tiene un papel crucial,
ya que es responsable de metabolizar la SAH en homocisteina. Si la expresiéon o
actividad de SAHH disminuye, el nivel de SAH, que actda como un inhibidor de las
reacciones de metilaciéon, aumentara. Es importante destacar que la actividad de
SAHH y los niveles de transcripcion de genes disminuyen en presencia de la
acumulacion hepatica de cobre con los cambios consecuentes en los parametros
del metabolismo de la metionina (142,143). En particular, los modelos de raton de
WD mostraron una desregulacién del metabolismo de la metionina y la
hipometilacion del ADN global en los hepatocitos (144) con posibles efectos en la
regulacién de los genes implicados en el desarrollo del dafio hepatico. Ademas,
durante el desarrollo embrionario en este modelo, el higado fetal de ratdn, que es
un sitio de reordenamientos importantes de metilacion, presentd cambios
importantes en los niveles de transcripcion de genes relacionados con el ciclo
celular y la replicacién en comparacién con los animales de control. La provision
de colina suplementada con metil-donante fue capaz de mejorar la expresion
génica para controlar los niveles, lo que indica que los higados fetales son
susceptibles a factores nutricionales con posibles consecuencias de por vida en el
fenotipo y la progresiéon de la enfermedad(145). Un factor modificador deletéreo
del medio ambiente en Brasil es la ingesta oral alta de cobre, a partir de granos,
chocolate y café relacionado con manifestaciones neurologicas en pacientes con
WD(146,147)

3.6 Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Wilson son muy diversas y
estan relacionadas con la concentracion de cobre depositado. No obstante, los



principales sintomas de consulta suelen ser hepéaticos en las primeras fases de la
enfermedad y en estadios mas avanzados neurologicos y/o neuropsiquiatricos.
Algunas veces puede ocurrir que el paciente consulte por sintomas

exclusivamente neuroldgicos, pero estudios posteriores evidencien lesion hepatica

3).

3.6.1 Manifestaciones hepéaticas

Aproximadamente un tercio de los nifios presenta sintomas clinicos relacionados
con la EW, especialmente hepéticos. Entre los mas frecuentes se encuentran
ictericia, epistaxis, dolor abdominal, edema en miembros inferiores y ascitis. La
presentacion de fallo hepatico fulminante ocurre hasta en el 3,5 % de los
pacientes. Su base anatomopatoldgica es de necrosis lobulillar sobre cirrosis. Los
niveles de fosfatasa alcalina estan significativamente disminuidos y los de
bilirrubina més elevados. En estos casos de fallo agudo, el trasplante hepético es

la Unica opcion terapéutica que puede evitar el fallecimiento de los pacientes(3).

3.6.2 Manifestaciones neurolégicas

El 50 % de adolescentes con enfermedad de Wilson tiene sintomas neuroldgicos.
Su causa es la lesion extrapiramidal o cerebelosa vy, clinicamente, se manifiesta
con temblor en reposo e intencional, rigidez, exceso de salivacion, discinesia,
disartria, disfagia, ataxia y movimientos coreiformes. Para obtener la mejor
respuesta al tratamiento es captar lo mas precozmente posible los signos que
permitan sospechar la enfermedad en la fase inicial: Bajo rendimiento escolar,
alteraciones sutiles en la movilidad fina, alteraciones en fonética y escritura y/o
trastornos del comportamiento. Entre el 10 y el 20 % de los casos, la mayoria
pacientes jévenes y adultos, pueden cursar con manifestaciones psiquiatricas,

afectivas, conductuales, neuréticas o incluso psicéticas. La resonancia magnética



cerebral muestra en estos pacientes cambios caracteristicos en los ganglios

basales, tdlamo y nudcleo dentado, junto con atrofia cortical generalizada y

aumento del tamafo de los ventriculos.

3.7 Diagnéstico

Se establece por la combinacion de manifestaciones clinicas, pruebas de

laboratorio y estudio genético. Las manifestaciones clinicas han sido agrupadas en

una clasificacion fenotipica de la enfermedad que establece la forma de

presentacion en funcidon de los sintomas predominantes, de tipo hepatico y/o

neuroldgico (ver tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion fenotipica de la enfermedad de Wilson.

Presentacién hepatica

Presentaciéon neurolégica

Pacientes en los que hay sintomatologia
hepética sin presentacion de
alteraciones neurolégicas.

Pacientes en los que hay sintomas neurolégicos
ylo psiquiatricos al diagnéstico

H1: Enfermedad de Wilson hepéatica
aguda. Ictericia que incide de forma aguda
en un sujeto aparentemente sano, en un
contexto de enfermedad semejante a
hepatitis o anemia hemolitica Coombs
negativa, 0 una combinacion de ambas.
Puede progresar a fallo hepatico, que
preciso trasplante hepético urgente

N1: Asociada con hepatopatia sintomatica.
Habitualmente los pacientes tienen cirrosis en el
momento del diagnéstico de enfermedad de Wilson
neurolégica. La hepatopatia puede anteceder
muchos afios a los sintomas neurolégicos o ser
detectada en el proceso de estudio del paciente con
sintomas neuroldgicos

H2: Enfermedad de Wilson hepéatica
cronica Cualquier tipo de hepatopatia
crénica, con o sin sintomas. Puede

N2: No asociada a hepatopatia sintomatica.
Para documentar la ausencia de una enfermedad
hepética avanzada (fibrosis o0 esteatosis pueden




presentarse, 0 conducir, a cirrosis | estar presentes) es necesaria la biopsia hepética —

descompensada NX: no se ha investigado la presencia 0 ausencia de
enfermedad hepética

Fuente: Adaptado de Enfermedad de Wilson. Millan Jiménez y Ruiz Moreno

3.7.1 Pruebas de laboratorio

Las pruebas de laboratorio utilizadas en el diagnostico de enfermedad de Wilson
son: Incremento de transaminasas, con indice de Ritis (ASAT/ALAT) usualmente

inferior a la unidad.

— Nivel plasmatico de ceruloplasmina, medida por nefelometria, inferior a 20 mg/dl
Al ser también un reactante de fase aguda, su presencia en plasma puede estar
elevada si coinciden procesos inflamatorios o infecciosos. Los heterocigotos para
la enfermedad de Wilson no presentan sintomas, aunque hasta el 10 % de ellos

muestra cifras descendidas de ceruloplasmina.

Nivel plasmatico de cobre total, inferior a 60 ug/dl ya que, al tener poca
ceruloplasmina disponible, no se puede transportar con ella y el Cu solo esta en

plasma como fraccion libre, la cual si esta elevada, en nivel superior a 25 pg/dl

Cobre en orina de 24 horas, que es superior a 100 ug, en correspondencia con el
aumento de la fraccion libre del Cu en plasma. En fases presintomaticas de la
enfermedad, la liberacién de cobre desde los hepatocitos no es muy elevada y ello
puede ocasionar falsos negativos. Por este motivo se aconseja determinarlo tras la
administracion de dos dosis de 500 mg de D-penicilamina, ingerida con un
intervalo de 12 horas, prueba que solo es positiva si el Cu urinario posterior, es

superior al menos cinco veces al excretado en condiciones basales.

Cobre hepatico, en cantidad superior a 250 pg por gramo de tejido. Esta
determinacion es, para muchos autores, la mejor prueba inequivoca para el

diagnéstico, sobre todo en los casos dudosos. Sin embargo, esta cifra solo la




alcanza el 83 % de los enfermos y puede coincidir, hasta en 1,4 % de pacientes,
con otro tipo de hepatopatia. Es posible encontrar enfermos, con enfermedad de
Wilson y cirrosis evolucionada, en los que la cifra de Cu tisular sea inferior a la
anterior, porque la biopsia incluya nédulos de regeneracion en los que el contenido
de cobre sea préacticamente nulo. Por otra parte, los heterocigotos pueden

presentar cifras entre 50 y 250 ug por gramo de tejido.

En Pediatria, hasta el 80 % de los pacientes pueden diagnosticarse en fases
presintomaticas de la enfermedad, al estudiarlos cuando presentan elevacion no
explicada de transaminasas hepaticas o, también, al hacerlo en los familiares de

un caso indice.

En los que no presentan sintomas ni elevacién de transaminasas hepaticas el
diagnoéstico no es facil, ya que, aunque se sospechara, mas del 50 % tiene
normales las pruebas diagndsticas habituales, sobre todo la cupruria de 24 horas.
En este grupo de pacientes siempre hay que determinar el cobre en tejido
hepéatico vy, si fuera posible, identificar la mutacion responsable. Por otro lado, el
estudio patologico de la biopsia hepatica evidencia el dafio tisular: esteatosis en el
87 % de los casos, hepatitis cronica activa en el 13 % y cirrosis en el 6 %,
dependiendo de la edad del paciente.

En cambio, cuando al iniciar el estudio existe elevacién de transaminasas, tanto el
nivel de ceruloplasmina como los del cobre en sangre y orina suelen ser
patolégicos. Ademas, en este grupo de pacientes la biopsia hepatica muestra
hepatitis cronica activa en el 50 % de los casos Y cirrosis con esteatosis en el 36
%

Teniendo en cuenta lo anterior, actualmente, se ha establecido un sistema de
puntuacion que permite valorar de forma cuantitativa aspectos clinicos, analiticos y
la presencia o no de mutaciones. Este sistema de puntuacion para el diagnostico

de EW fue desarrollado en la reunion internacional en Leipzig, Alemania en



2001(20). Cuando la suma resultante es superior a cuatro, permite establecerse

con seguridad el diagndéstico de dicha enfermedad.

Asi, la coexistencia de todas las pruebas enumeradas es determinante para el
diagnéstico y necesaria en los casos dudosos. En este sentido, se ha establecido
un sistema de puntuacién que permite valorar de forma cuantitativa aspectos

clinicos, analiticos y la presencia o no de mutaciones.

Tabla 2. Score de Leipzig para el diagndstico de enfermedad de Wilson

Signo clinico Puntos
Anillo de Kayser-Fleischer-
Presente-
Ausente 1

Sintomas neuropsiquiatricos sugestivos de
enfermedad de Wilson (0 imagenes sugestivas
en Resonancia Magnética craneal)

- Graves

- Leves 1
- Ausente 0
Anemia hemolitica Coombs negativa-

Presente- 1

No presente

Cobre urinario (en ausencia de hepatitis aguda o
colestasis)

- Normal-
1 a 2 veces limite superior de la normalidad- 1

> 2 veces el limite superior de la normalidad-
Normal, pero > 5 veces el limite superior de la

normalidad tras la administracion de D- 2
penicilamina

Medicion cuantitativa de cobre hepatico

- Normal (< 80 ug/gr) -1
- Hasta 5 veces el limite superior de la normalidad 1
(80-400 pg/gr)

- > 5 veces el limite superior de la normalidad (> 5

400 pg/gr)




Hepatocitos positivos en rodamina (si no se

puede realizar medicién cuantitativa del cobre) 1
Ceruloplasmina en suero

- Normal (>20 mg/dl)

- 10 a 20 mg/dI 1
- <10 mg/dl 2
Analisis de la mutacién

- Mutacién en ambos cromosomas- Mutacion en 4

un cromosoma
- Ausencia mutacion 1
Fuente: 8.° Reunidn Internacional sobre la Enfermedad de Wilson (Leipzig 2001)

3.8 Tratamiento

El tratamiento actual se basa en tres aspectos fundamentales: 1) Disminuir el
depdsito de cobre tisular existente al realizar el diagndstico y comenzar el
tratamiento; 2) Prevenir la acumulacion continuada del cobre, tanto en tejido como
en sangre; y 3) Conseguir reducir o tratar eficazmente las complicaciones
derivadas de las dos situaciones anteriores. La terapia es Unicamente para
homocigotos, tengan o no sintomas o signos de enfermedad de Wilson, no para
heterocigotos por no padecer la enfermedad. El tratamiento debe mantenerse
durante toda la vida, ya que no se puede reponer la ceruloplasmina, que seria la
terapia adecuada para que no aparecieran las complicaciones vinculadas al
metabolismo del Cu. El éxito del tratamiento depende del momento del diagndstico
y de la evolucion que haya alcanzado la enfermedad. Por esto es importante dar
valor a los sintomas inespecificos iniciales y a la busqueda de marcadores en los

familiares asintomaticos de los pacientes diagnosticados (3).

Para reducir el deposito excesivo tisular del cobre hay diversos procedimientos;
para los casos mas graves o de descompensacion funcional hepatica se ha
utilizado didlisis, hemofiltracion, exanguino-transfusion y trasplante, siendo este
ultimo el indicado en casos de cirrosis o fallo hepéatico agudo. Sin embargo, no

suele resolver el dafio neurolégico, aunque puede mejorarlo. Para los demas



casos el tratamiento inicial son los quelantes y, entre ellos, los mas utilizados son

la D-penicilamina y la trientina (3).

La d-penicilamina reduce la afinidad de las proteinas intracelulares por el Cu e
incrementa la sintesis de la enzima metalotioneina, que lo fija deforma no téxica,
lo quela, y aumenta la cupruria. Su absorcién es buena si se toma sin alimentos
gue la puedan interferir. Tiene una vida media de 1,7-7 horas y se excreta
fundamentalmente (80 %) por orina. Se recomienda iniciar el tratamiento con dosis
bajas e ir aumentandolo progresivamente hasta llegar en adultos a 250 mg/dia y
en nifos a 20 mg/kg/dia, sin pasar de 1 gramo diario y en 2-4 dosis. Ha
demostrado gran eficacia, que puede constatarse al comprobar incremento de
cupruria en cifras superiores a 2 mg/dia. Las mejorias clinica y analitica, como
normalizacion de transaminasas, se observan progresivamente entre uno y seis
meses, hasta incluso revertir el proceso de fibrosis o cirrosis. Sin embargo,
aungue la mejoria hepatica es notoria, puede no suceder asi con la neuroldgica,
sobre todo cuando el paciente tenia ya sintomas de dafio del sistema nervioso
central. Este empeoramiento, que suele ser transitorio, puede deberse al
incremento del depdsito neurologico del Cu movilizado del higado. La D-
penicilamina tiene riesgo de reacciones adversas que pueden contraindicar su
utilizacion. Tiene efecto antipiridoxina al provocar deficiencia de piridoxal fosfato,
motivo por el que se debe asociar constantemente con 25 mg/dia de vitamina B6
oral. EI 10 % de los pacientes muestra hipersensibilidad o sensibilidad cruzada a
la penicilina y en ellos es aconsejable reducir la dosis, comprobando igual eficacia
0 pasar a otro tratamiento lo cual sucede en el 5 % de los casos, sobre todo si el
paciente asociaba patologia renal, trombocitopenia o alteracion inmunitaria(3).

La trientina, dihidroclorato de trientilene tetramina, es otro quelante del Cu, con
igual eficacia que la D-penicilamina, pero sin efectos secundarios importantes. No
tiene grupos sulfhidrilos y quela el Cu al formar complejos estables. Es también

cuprurico. Su absorcién es pobre, el 1 % de la ingesta, y se excreta por orina. Su



dosis en adultos es de 750-1500 mg/dia y, en nifios de 20mg/kg/dia en 2-3 dosis,
hasta un maximo de 1,5 gr/dia y sin otros alimentos. Al ser también un quelante
del hierro es fundamental que no lo tome con el tratamiento de trientina, si acaso
tuviera anemia, porque podria ser tdéxico. Sus efectos adversos son raros, quiza
alguna molestia gastrointestinal, anemia o dolor muscular. EI empeoramiento
neurologico es poco frecuente, por lo que podria indicarse como primera droga en
caso de presentar dafio del sistema nervioso central. Al contrario que la D-
penicilamina, que no es teratogénica, la trientina puede provocar alteraciones

cromosomicas en el feto, quiza por toxicidad del zinc o inducir deficiencia de Cu

3).

Para prevenir la nueva acumulacion del Cu hay dos tratamientos fundamentales:
no ingerirlo en exceso y controlar su absorcion intestinal. Los alimentos que deben
evitarse son los ricos en Cu, fundamentalmente setas, cacao, frutos secos,
visceras, moluscos, mariscos y brocoli y evitar el consumo de suplementos
vitaminicos que contengan Cu+. Es de particular importancia conocer el contenido
de Cu del agua local y evitar su recogida de tuberias fabricadas con este
elemento, asi como no consumir aguas minerales que lo posean. Esta dieta debe

seguirse durante toda la vida (3).

El mejor tratamiento de las complicaciones es el trasplante hepatico y se aconseja
cuando la afectacion hepatica es severa o fulminante. Otros tratamientos que
alguno de los pacientes con afectacion psicoldgica o neuroldgica pueden necesitar
son rehabilitacion muscular, terapia psicologica al paciente y a su familia, ayuda
econdémica y asistencia social y oftalmolégica. Por todo esto, la enfermedad de
Wilson debe ser atendida, ademas de por un hepatdélogo, por un grupo
multidisciplinar en el que deben entrar a formar parte las asociaciones de

pacientes (3).

El interés en las células madre enddgenas, incluso del interior del higado o de

otros Organos, y en el trasplante de células derivadas de células madre exdgenas



ha aumentado paulatinamente en los ultimos afios. En parte, el aislamiento de
células madre pluripotentes (por ejemplo, células madre embrionarias humanas
(hESC) o células hiPS) que podrian manipularse para generar células similares a
los hepatocitos es responsable de parte de la expectativa actual. Los mecanismos
para lograr una diferenciacién hepatica extensa en los casos de células hESC o
hiPS se comprenden de manera incompleta en la actualidad. De manera similar,
se esta estudiando activamente si las células madre hematopoyéticas,
mesenquimatosas, adipocitarias o placentarias que podrian injertarse y repoblar el
higado con capacidad para la correccion de la enfermedad, pero el tratamiento

descrito se encuentra en una etapa temprana de desarrollo (148).

Los temas de interés en la actualidad incluyen si las células similares a los
hepatocitos que pueden expresar genes hepaticos in vitro seran capaces de
injertarse en cantidades suficientes y si dichas células proliferaran con suficiente
funcionalidad para beneficios terapéuticos in vivo. En general, este no ha sido el
caso con las células madre hematopoyéticas o mesenquimales. Aunque se ha
informado que las células similares al higado derivadas de adipocitos o placenta
prolifera después del trasplante en el higado, el valor de tales células no se ha

determinado para la enfermedad de Wilson (148).



4. Diseino Metodolbégico

4.1 Tipo de Estudio

Estudio de caso. Se describieron las caracteristicas clinicas y genéticas del

individuo con diagndstico presuntivo de enfermedad de Wilson (WD).

4.2 Area de Estudio

El estudio se llevé a cabo en la ciudad de Monteria, Cérdoba donde se obtuvieron
los datos clinicos y sociodemograficos del paciente y en la ciudad de Barranquilla,
Colombia, donde se obtuvo la muestra de sangre mediante puncién venosa y
conservada en anticoagulante EDTA en el laboratorio clinico médico COLCAN
(sede Barranquilla) y posteriormente remitida al laboratorio clinico médico
COLCAN (sede Bogotd), donde se llevé a cabo la remision de la muestra para ser
analizada mediante biologia molecular al Instituto de Medicina Gendmica

(Imegen), en la ciudad de Valencia, Espafia .

4.3 Poblacion y Muestra

Paciente de sexo masculino de 45 afios con diagnostico presuntivo altamente

sugestivo de enfermedad de Wilson.

4.4 Instrumento de Captura de Datos
4.4.1 Historia clinica del paciente

4.4.2 Secuenciacion del gen ATP7B

e Extraccion del ADN gendémico a partir de la muestra.



e Amplificacion mediante técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de los exones, asi como de las regiones intronicas flanqueantes del
gen ATP7B.

e Preparacion de las reacciones de secuenciacion de ADN.

4.5 Componente Bioético

El caso presentado corresponde a un hombre de 45 afos, al cual se le
practicaron examenes de laboratorio y de biologia molecular con el
asentimiento informado del paciente y el consentimiento informado de su
familia, incluyendo a su madre quien es su tutora. El presente trabajo cuenta
con la autorizacion de la maestria en genética de la Universidad Simon Bolivar
de Barranquilla (USB) y la aprobacion ético cientifica del comité de ética
investigacion de la USB. Cumple con los requisitos de no maleficencia,
beneficencia y autonomia y establecidos en las normas vigentes sobre
investigacion en seres humanos, contempladas en la Declaracion de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial y la Resolucion 8430 de 1993 (149) del
Ministerio de Salud de Colombia (150).



5. Resultados y discusion

5.1 Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas del
paciente

5.1.1 Historia clinica del paciente

Paciente Masculino de 45 afios, natural y residente en Monteria Coérdoba, de
fenotipo caucésico soltero, de religion catdlica y de profesion y ocupaciéon
ingeniero industrial, quien hace 20 afios (a mediados de noviembre de 1999), de
manera subita presenta cuadro clinico caracterizado por aislamiento, disminucion
del habla, desatencion de su apariencia personal, pobre rendimiento laboral,
hipersomnia, disminucién del apetito, pérdida subita de peso, ideas e intento
suicida, por lo que fue valorado por médico institucional, quien hace impresion
clinica de sindrome depresivo, ordenando valoracion por psiquiatria, quien
confirma diagndstico y ordena tratamiento farmacoldgico con antidepresivos, con
pobre mejoria de su cuadro clinico, situacién que llevo al retiro laboral voluntario

del paciente.

La edad de aparicion de la enfermedad en el paciente estudiado (25 afios)

coincide con la descrita en la literatura cuyo patron fluctia entre la segunda y



tercera década de la vida, no obstante, el inicio de los sintomas puede presentarse

tanto en la infancia como en la etapa de adulto mayor (21,147).

En cuanto a la forma de presentacion inicial de la enfermedad con sintomas
psiquiatricos presentada por el paciente, coincide con datos provenientes de
revisiones de la literatura en la que informan que el 20 % de los pacientes
consultan al psiquiatra, antes de ser diagnosticados formalmente con WD.
Igualmente, la sintomatologia reportada, como irritabilidad, desinhibicién, cambios
de personalidad, ansiedad, trastornos del suefio, disminuciones del rendimiento,

depresion y tendencias suicidas concuerdan con la del paciente (9,21,151)

Seis meses después a pesar del manejo médico y apoyo psicosocial, continua el
cuadro clinico sin mayor variacion y aparece ademas nueva sintomatologia
caracterizada por temblor fino de miembro superior derecho, rigidez muscular,
bradiquinesia, inestabilidad postural y para la marcha, distonias en miembros
superiores y deterioro cognitivo rdpidamente progresivo, motivo por lo cual es
remitido al servicio de neurologia donde se le practicaron pruebas de imagenes
diagnésticas tomografia axial computarizada (TAC) y resonancia magnética
nuclear cerebral (RMN) que no mostraron ninguna alteracion anatomica,
electroencefalograma con reporte normal, hacen diagnéstico de enfermedad de
Parkinson y ordenan manejo farmacolégico con Biperideno y Amantadina, y

terapia fisica y ocupacional.

En cuanto a la sintomatologia neuroldgica presentada posteriormente, concuerda
con la detallada en la literatura, donde se mencionan 3 formas clinicas: Sindrome
Disténico, Sindrome Ataxico y Sindrome Parkinsoniano, que pueden presentarse
de manera simultanea o independiente, observandose en el paciente
sintomatologia mixta con predominio de las manifestaciones parkinsonianas
(9,147).



En diciembre de 2000 en vista de la persistencia de la sintomatologia y aumento
del deterioro fisico y cognitivo, a pesar del manejo médico e interdisciplinario y el
completo apoyo biopsicosocial, los familiares acuden a centro neurolégico en
Medellin donde es valorado por neurdlogo quien al examen fisico encuentra
ademas de temblor fino en miembros superiores, rigidez muscular, bradiquinesia,
inestabilidad postural y para la marcha, distonias en miembros superiores, la
presencia de anillo Kayser-Fleischer, hace impresion diagnoéstica de Enfermedad
de Wilson y ordena ecografia y estudios de laboratorio: Ceruloplasmina, Cobre
Sérico y Cobre en orina, los cuales resultaron alterados: Ceruloplasmina baja,
Cobre sérico disminuido y Cobre en orina aumentado, confirmando diagnostico
clinico de Enfermedad de Wilson y ordena manejo farmacolégico con D-
penicilamina, Sulfato de cinc y terapia fisica, ademas de la terapia farmacoldgica

antes prescrita (Biperideno y Amantadina).

Referente a la impresién diagnostica de WD se destaca, el anillo Kayser-Fleischer
en el paciente, el cual esta presente en mas del 90 % de los casos reportados en
la literatura, con cuadro clinico neuropsiquiatrico inicial; que sumado a las
alteraciones de las pruebas de laboratorio clinico (Ceruloplasmina baja, Cobre
sérico disminuido y Cobre en orina aumentado), también presentes en los
pacientes con esta patologia, permitieron realizar un diagndstico certero.
Teniendo en cuenta el sistema de puntuacién desarrollado en la octava reunién
internacional sobre la enfermedad de Wilson, Leipzig 2001, se puede clasificar al
paciente con diagnostico establecido dado que posee un puntaje total de 4,
determinado por la presencia del anillo Kayser-Fleischer (2 puntos) y sintomas
neurologicos graves (2 punto); a pesar de presentar ceruloplasmina sérica
disminuida y Cobre en orina elevado no se puede adjudicar ninguna puntuacion a
estos parametros, debido a que no tenemos informacion sobre los valores

presentados en estos examenes al momento del diagnostico (20,21).



El manejo farmacolégico instaurado en ese momento al paciente con D-
penicilamina y Sulfato de zinc corresponde al recomendado por la literatura y por
las guias de préactica clinica de WD, como tratamiento de primera linea debido a
su efectividad y seguridad, sumado al tratamiento previo con Biperideno y

Amantadina, para tratar las manifestaciones parkinsonianas (12).

Durante la década de 2001 a 2011 el paciente se mantuvo en control periédicos
por el servicio de neurologia con mejoria clinica estacionaria, desaparicion del
anillo Kayser-Fleischer, y controles de laboratorio satisfactorios (Ceruloplasmina
normal, Cobre sérico bajo y Cobre en orina aumentado, pruebas de funcién
hepética dentro de los parametros normales) e imagenes diagndsticas sin cambios
importantes (RMN de cerebro y ecografia hepatica), en manejo farmacolégico con
Biperideno, Amantadina, Sulfato de zinc, D- penicilamina, Vitamina B6 y

Fluoxetina.

Es de anotar que durante este periodo el paciente presenté una notable
adherencia al tratamiento farmacoldgico manifestado con la desaparicion del anillo
de Kayser-Fleischer al examen fisico, denotando la disminucién de las
concentraciones de cobre en los diferentes tejidos, acompafiado ademas, de
interrupcién de dafos entre el cerebro e higado demostrado por la ausencia de
cambios en las imagenes diagnosticas, junto con el aumento de la excrecion de
cobre en orina de 24 horas y la disminucion del cobre sérico como puede
evidenciarse en el histograma de las pruebas de laboratorio clinico (grafico 1).
Estos resultados concuerdan con los esperados durante el tratamiento de
mantenimiento, en el que normalmente hay una fluctuacion en la excrecion
urinaria de cobre en 24 horas entre 200-500 ug /dia, asi como también la

concentracion de cobre sérico por debajo de 15 pg/dL(20).



No obstante, el cumplimiento del tratamiento farmacoldgico, terapias fisicas,
terapia ocupacional y el incondicional apoyo psicosocial de su familia, a mediados
de septiembre de 2012 se encontr6 en RMN cerebral de control imagenes
sugestivas de atrofia cerebral difusa, y en ecografia Doppler abdominal se
encuentra atrofia hepatica y nédulos regenerativos, razén por la cual es remitido a
hepatologo quien confirma diagndstico de Enfermedad de Wilson y ordena
ecografia abdominal Doppler color control, la cual mostrd persistencia de atrofia
hepatica y aumento de tamafio de los nodulos regenerativos, ademas de
esplenomegalia, quien ordena continuar con la terapia farmacolégica instaurada y
controles periddicos clinicos con examenes de laboratorio e imagenes
diagnosticas.

En cuanto a los hallazgos presentes en las neuroimagenes existe una
concordancia con los reportados en la literatura de atrofia difusa o focal, asociados
a trastornos extrapiramidales de inicio temprano. Las localizaciones tipicas son los
nacleos grises centrales y la sustancia blanca. La afectacion de nucleos grises es
mas frecuente, suele ser bilateral y simétrica en putamenes, nucleos caudados,
talamos, globos palidos, ndcleos dentados, protuberancia y mesencéfalo
(sustancia negra, sustancia gris periacueductal, tectum y ndcleos rojos),
relacionandose también la localizacion de las lesiones con las manifestaciones

neuropsiquiatricas presentadas por el paciente (9).

Asi como también se encontrd similitud en los hallazgos de imagenes hepaticas,
reportadas en la literatura caracterizadas por: irregularidades en los contornos,
disminucién en sus dimensiones, con patrén ecografico heterogéneo, imagenes

pseudonodulares y esplenomegalia (18).

Posterior a esto el paciente continia en control interdisciplinario con neurologia,
hepatologia, psiquiatria y fisiatria (terapia ocupacional, fisica y del lenguaje), y a

mediados del 2014 acude a control con hepatdlogo con reporte de ecografia



abdominal total que mostro persistencia de atrofia hepatica y ndédulos ecogénicos

compatibles con Hemangiomas Cavernosos y Esplenomegalia leve homogénea.

En 2015 la RMN de cerebro simple mostrd dilatacion hidrocefalica del sistema
ventricular con compromiso de los ventriculos laterales y del tercer ventriculo y

persistencia de atrofia cerebral difusa que no concuerda con la edad del paciente.

Las pruebas de laboratorio continban con los resultados esperados y la terapia

farmacoldgica continua sin modificacion.

Los hallazgos encontrados en las imagenes diagndésticas de cerebro coinciden con
las reportadas en la literatura de atrofia cortical generalizada y aumento en el

tamafio de los ventriculos (3).

A principios de 2017 se realiz0 TAC abdominal simple y contrastado que reporto
lesiones nodulares hepéticas hipodensas que demuestran un realce nodular con el
medio de contraste que sugieren hemangioma. Bazo de tamafio y densidad

normal.

A mediados de marzo se realiz6 ecografia abdominal que mostr6 formacion
nodular a nivel del I6bulo izquierdo del higado de baja ecogenicidad y bazo
aumentado de tamafio. En julio del mismo afio, se llevé a cabo revaloracion por
fisiatria, quien encuentra paciente en aceptables condiciones generales, alerta.
Mejoria de la alteracion y déficit de los equilibrios al estar de pie y caminar.
Mejoria en la rigidez de las cuatro extremidades. Alteracion en funciones mentales
superiores. Ordend continuar con la rehabilitacién y adiciono hidroterapia para
mejoria de fuerza. A finales de agosto del mismo afio se realiz6 RMN de cerebro
simple de control que mostroé persistencia del aumento de la talla ventricular y
atrofia cerebral difusa, y vasculopatia de pequefio vaso — talamo perforante. A

inicios de septiembre se realiza RMN de abdomen simple y contrastado que



reportd lesiones hepaticas focales hipointensas e hiperintensas que en la fase
arterial captan contraste que sugieren hemangiomas hepaticos como primera
posibilidad diagnostica. A finales del 2018 se realiz6 esofagogastroduodenoscopia
gue revela gastritis antral cronica activa. Se realiza biopsia que reportd gastritis
cronica no atrofica antral difusa con actividad severa, no erosiva, sin evidencia de
metaplasia intestinal, ni displasia. Helicobacter pylori presente en escasa cantidad.
Con referencia a los hallazgos encontrados en la esofagogastroduodenoscopia,
son comparables a lo reportado en un estudio de caso de WD en la ciudad de
Medellin, Colombia en el cual, el paciente estudiado presentd en la endoscopia
digestiva superior varices esofagicas grado I/ IV; gastritis cronica activa y
duodenitis bulbar leve (152).

El 14 de abril de 2019 se procedi6 a realizar la entrevista clinica- epidemioldgica al
paciente y su nucleo familiar, en su residencia, en la ciudad de Monteria, Cordoba,
a través una anamnesis detallada (revision de la historia clinica del paciente,
encuestas a familiares, elaboracion de un familiograma) y la realizacion de un

examen fisico.

Se encontré al paciente en aceptables condiciones generales.
Signos Vitales: Pulso: 70 latidos x minuto, Frecuencia Respiratoria: 16
Respiraciones x minuto, Presién Arterial (PA): 120/80 mm Hg, Peso: 65 Kg, Talla:

1.75 m, indice de Masa Corporal (IMC): 18,5

Cabeza: Craneo normoconfigurado, sin traumas, ni lesiones aparentes. Cuero

cabelludo de implantacion androide.

Cuello movil, sin masas, ni adenopatias.



Torax simeétrico, expansible. Ruidos cardiacos ritmicos, no soplos. Murmullo

vesicular conservado, sin sobreagregados.

Abdomen blando, depresible, no doloroso a la palpaciéon, no masas, no megalias.

Extremidades eutréficas, sin edema.

Neurologico: Consiente, alerta, con seguimiento visual y auditivo. Disartria.
Comprende y ejecuta 6rdenes sencillas. Alteracién de las funciones mentales
superiores. Alteracion y déficit de los equilibrios al estar de pie y caminar. Marcha
ataxica. Movimientos anormales en las cuatro extremidades algunos con temblor
otros con disquinesias. Al realizar el fondo de ojo, con lampara de hendidura no
se observa presencia de anillo Kayser-Fleischer.

A continuacion, se describen los reportes de exdmenes de laboratorio del paciente
(tabla 3):

Tabla 3. Examen de laboratorio de paciente

Analisis Resultado Valores de referencia

Quimica sanguinea

Ceruloplasmina 4.6 mg/dl (15-60 mg/dI)
Cobre Sérico 26 ug/dl (70-140 ug/dl)
Cobre en Orina 513 ug/24 horas 3-50 ug/24 horas
Albumina 4.35 g/dI 3.5-5.5 gr/dl
13.07 UL Hasta 40 U/L

Transaminasa Glutamica -
Piravica (ALT-GPT).

6.45 U/L (Hasta 38 U/L)
Transaminasa Glutadmico
Oxalacetica (AST — GOT)
Bilirrubina Total 0.37 mg/dl Hasta 1,1 mg/d|
Bilirrubina Directa 0.16 mg/dl Hasta 0,25 mg/dl
Bilirrubina Indirecta 0.21 mg/dl Hasta 0,75 mg/dl
GammaGlutamil
Transferasa: 26.36 U/L Menor 60 U/L

Proteinas Totales 6.60 g/dl 6.6 — 8.3 g/dl




Glucosa 80 mg/dl 70 — 110 mg/dl
Creatinina. 1.28 mg/dl 0.7 = 1.4 mg/dI
Hemograma

Eritrocitos. 5.310.000 mm3 4.500.000 — 5.500.000 mm3
Hemoglobina 16 g/dl 14.5 - 16.5 g/dL
Hematocrito 47 % 40-50 %

VCM 90 fL 80 —971fL

HCM 30.1 pg 26.5 — 33.5 pg

CHCM 33.5 g/dL 31— 38 g/dL
Plaguetas 232.000 mL 150.000 — 450.000 mL
Leucocitos 6.100 ml 5.000 — 10.000 mL
Neutrdfilos: 65,60 % 43 - 65 %

Linfocitos. 24.3 % 30-40%

Monocitos 6.9 % 01-6%

Eosindfilos 25% 01-5%

Basofilos 0,70 % (0,0-2.0%

Fuente: Datos propios del investigador

Manejo farmacolégico actual: D-penicilamina (Cupripén) capsulas 250 mg uso: 5
capsulas dia via oral, Amantadina HCL (Zintergina) tabletas 100 mg usaron: 1
tableta cada 8 horas via oral, Biperideno Tabletas 2 mg usé: 1 tableta cada 8
horas via oral, Fluoxetina tabletas 20 mg uso: 1 tableta dia via oral por las

mafanas, Acetato de zinc dihidrato C4psulas 50 mg uso: 1 capsula dia via oral.

En cuanto a la terapia farmacoldgica actual instaurada al paciente, podemos
afirmar que el protocolo utilizado corresponde al establecido en la literatura en
cuanto a los farmacos de primera eleccidn y su posologia: D-penicilamina dosis de
mantenimiento entre 750 — 1500 mg/dia dividido en tres tomas, Acetato de zinc
dihidrat6 dosis de mantenimiento entre 50 — 75 mg/dia. Ademas de los
medicamentos  adicionales  utilizados para controlar los  sintomas

neuropsiquiatricos, que estan prescritos en las dosis 6ptimas.

En los reportes de las pruebas de laboratorio (tabla 3 y gréfico 1) se evidencia la
adecuada adherencia al tratamiento por parte del paciente, reflejada en cobre en

orina de 24 horas elevado 513 ug /dia (200-500 pg /dia), cobre sérico 26 ug /dL



(<15 ug/dL), ademas de pruebas de funcion hepatica, renal, metabdlicas y

hemograma dentro de los parametros normales (153).

Gréfico 1. Evolucion de pruebas especificas de laboratorio del caso clinico

Evolucidon de pruebas especificas de laboratorio
del caso clinico

600,0
497,3 5130
500,0
400,0
400,0 363,0
314,0
300,0
207,2
200,0 161,3
126,1
110,0
91,
100,0
50,
27, 1 26,
0,00,00,0 10:0. 2,7 15,34, 7,1I 1S,GL 5 0,40 1583000 1475000 46
Q & N S ) ™ \2) © A > 9
Q Q N N N N N N N N N
Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
V v ,\/:VQ v Vv V V V V V VvV
Q
Q
I‘\/.

M Ceruplasmina M Cobre sérico M Cobre en orina



Fuente: Elaboracion propia del autor.

5.1.2 Analisis del Familiograma

Familia caso clinico constituida desde 1973, en la actualidad de estructura
monoparental, (padre fallecido en 1994 por leucemia), compuesta por la cabeza
de familia BPH* de 67 afos, de profesion contadora y de ocupacién ama de casa y
sus tres hijos: caso indice de 45 afios, de estado civil soltero, de profesion
ingeniero industrial, con antecedente de Enfermedad de Wilson; KD* de 42 afios,
de estado civil soltero, de profesion administrador de empresas, quien sufrié un
accidente automovilistico (12 marzo de 2004) y como consecuencia de esté
presenta notoria discapacidad y BG de 27 afos, de estado civil soltero, de
profesion abogado, quienes conviven bajo el mismo techo. La relacién familiar es

armoniosa, con lazos estrechos.

Es importante destacar que la abuela materna DHC* fallece a edad temprana 40
afios, como consecuencia de una hepatopatia en estudio, convirtiéndose de esta

forma en un caso sospechoso para Enfermedad de Wilson.

El resto de la familia sin antecedentes de importancia para el caso estudiado

(grafico 2).
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El 13 de mayo de 2019 se recibe reporte de secuenciacion completa del gen
ATP7B, realizada por el método de secuenciacion de Ultima generacion que

reporté los hallazgos representados en la tabla 4.

Tabla 4. Reporte de secuenciacion completa del gen ATP7B en paciente

analizado
Cambio detectado
Gen MIM .
*606882 Condicién RefSeq Proteina Referencia
NM_000053.3 NP_000044.2
Heterocigosis c¢. 2495A>G p. Lys832Arg rs1061472
Heterocigosis ¢.2855G>A p.Arg952Lys rs732774
Heterocigosis ¢.2973G>A p. Thr991Thr rs1801246
Heterocigosis ¢.3009G>A p. Ala 1003Ala rs1801247
rs1353373400 Margarit E y Cols
ATP7B Heterocigosis ¢.3060+5G>T p.Met645Arg al. Clin Genet. 2005; 68(1): 61-8
rs137853281, Firneisz G y Cols.
Heterocigosis c. 3402delC p. Ala 1135GInfS*13 Am J Med Genet. 2002; 108 (1):
23-8
Heterocigosis ¢.3419T>C p.Vall140Ala rs1801249
Heterocigosis c¢. 3903+6C>T rs2282057

Se ha empleado la nomenclatura recomendada por la Human Genome Variation Society (HGVS).

Fuente: reporte clinico de laboratorio de biologia molecular.

5.1.3 Analisis genotipico

La secuenciacion de exomas del gen ATP7B (MIM *606882) permitio caracterizar
las mutaciones asociadas para este gen en el paciente de estudio, hallandose dos
cambios tipo SNPs en heterocigosis implicados con la enfermedad de Wilson, este
estudio permitio identificar la transversion de una base T por una G
(M[ATG]>R[AGG]) en heterocigosis cercana al sitio dador del splicing del intron 13
(c.3060+5G>T) clasificado como un cambio patolégico para esta enfermedad de



acuerdo con la base de datos HGMD
(https://clinvarminer.genetics.utah.edu/variants-by-
gene/ATP7B/condition/Wilson%20disease) mediante el cédigo de rastreo
(CS052032) y la base de datos de la enfermedad de Wilson de la Universidad de
Alberta (Canada), esta mutacién implica un cambio de un aminoacido metionina
por una arginina en el residuo 645 de la proteina, ubicado a nivel citoplasmatico
dentro de un dominio topoldgico, importante en la regulacién de la proteina, esta
variacion implica la sustitucién de una aminoacido apolar por un aminoacido polar
sugiriendo que pueda existir un cambio en el patrén de plegamiento de la proteina
dada la naturaleza quimica de los aminoacidos(154) afectando la actividad de la
proteina ATP7B.

Margarit y colaboradores (155) describieron previamente esta mutacion
(c.3060+5G>T) en 2005, en una poblacién espafiola conformada por 40 pacientes
con diagnostico de enfermedad de Wilson de los cuales 22 presentaron
especificamente esta mutacion (55 %). También, en 8 controles sanos se identificd
esta mutacién. Por lo tanto, podemos inferir la necesidad de otra mutacién

adicional diferente, para generar manifestaciones clinicas en los portadores.

Brage y colaboradores (156) en un estudio realizado en Galicia, Espafia en 2006,
identificaron en dos pacientes la mutacién ¢.3060+5G>T, en el sitio dador del
splicing del intrén 13, originando una mutacién no sinénima en la cual hay un
cambio de una base nitrogenada pirimidinica por otra base nitrogenada purica,
produciendo a su vez, el cambio de un aminoacido por otro y en este caso el
cambio del aminoacido metionina por arginina en la posicién 645, representada
como M645R, aungue también ha sido reportada en mutaciones del exén 6. En la
literatura esta mutacion esta relacionada como causante de enfermedad de Wilson
en la poblacién judia y recientemente en la poblacién espafiola (155,156)
afectando el primer dominio transmembrana (TM1), el cual junto con el dominio

transmembrana 2 (TM2), forman un bucle luminal importante para la unién y



liberacion de cobre; afectando ademas el sexto dominio de unién al cobre NMBDG6,
el cual se encuentra unido a TM1. NMBD5 y NMBD6 son importantes para la
actividad funcional de las ATPasas de cobre, afectando la afinidad en los sitios de
union y el transporte normal de cobre. Esto sugiere un importante defecto
funcional de la proteina ATP7B en la incorporacion del cobre a la
apoceruloplasmina, evidenciado en los bajos niveles plasmaticos de

ceruloplasmina presentados por el paciente (ver grafico 1). (148,155-157).

Por otro lado, la segunda mutacion de implicaciones patologicas hallada refiere a
una delecion de una base C (c.3402delC) en 13: 51942396 (GRCh38), generando
una alteracion en el marco de lectura dando lugar a un codon de parada
prematuro (p.Alal135GInfs*13). Este cambio ha sido clasificado por la base de
datos Clinvar con codigo de rastreo (ID88958) (enlace:
https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/variation/88958/), HGMD (CD930912) (158),
la base de datos de la enfermedad de Wilson de la universidad de Alberta
(http://lwww.wilsondisease.med.ualberta.ca) (106) y la UMD-ATP7B mutation
database (http://www.umd.be/atp7b) (105) como un cambio patolégico, dado que
genera una proteina truncada de 1135 aminoacidos, eliminando tres dominios
topologicos (SEHPL en el dominio N; TGDN y GDGVND en el dominio A) y los dos

Gltimos dominios transmembranales.

Costa Machado y colaboradores, en un estudio realizado en Sdo Paulo, Brasil, en
2007, describen la mutacion c¢.3402delC como la més frecuente en el marco de
lectura (con una prevalencia de 30,8 a 34,8 %) (17,147). Posteriormente, Paradisi
y colaboradores, en un estudio realizado en poblacion venezolana en 2014,
informan una prevalencia de 26,9 % (159). En la literatura esta mutacion esta
reportada como causante de enfermedad de Wilson en caucasicos americanos,
suecos, rusos y alemanes, afectando el exdén 15 en una region que codifican el
dominio A (TGDN), sitio de union al ATP, de gran importancia en la funcién de la

proteina (27,107,160). Corroborando que las mutaciones del marco de lectura que


http://www.wilsondisease.med.ualberta.ca/
http://www.umd.be/atp7b

dan origen a codones de parada prematuros estan asociadas a un grave deterioro
del metabolismo del cobre y a la aparicidon temprana de manifestaciones clinicas
neurolégicas, como ocurre en el paciente estudiado. Demostrado esto, ademas,
por los niveles disminuidos de ceruloplasmina sérica y su nula actividad oxidasa
(21,146,147,156,159).

La anterior descripcion genética permite clasificar al paciente como heterocigoto
compuesto, dado que es portador de dos variantes mutacionales tipo SNPs

distintas para cada alelo.

5.1.4 Mutaciones no patogénicas identificadas en paciente de
estudio

En la muestra del paciente arriba indicado, se han detectado varios cambios

(SNP) en la secuencia analizada del gen ATP7B (tabla 5). Como se puede

observar la mayoria de las mutaciones han sido identificadas previamente por la

literatura como benignas, destacandose Unicamente rs137853281 y rs137853281

como patogénicas:

Tabla 5. SNP

relacionadas

identificados en el paciente estudiado y publicaciones

Mutacion | Proteina | SNP Ubicacién Publicaciones

Significancia
clinica

T>C /
T>G

ATP7b rs1061472 Chrl3
(NC_000013.11):51950352

-51950352

(161)(162)(163)(164)(165)(166)(167)(168)(169)

RCV000029356.3 :
Benigno

RCV000078043.9 :

Benigno

RCV000755464.1 :

Benigno

C>T ATP7B 1s732774 chr13:51949672

(GRCh38.p12)

(170)(171)(172)(167)(168)(173)

RCV000029357.3 :

Benigno

RCV000078044.11

: Benigno

C>T ATP7B rs1801246 chr13:51946371

(GRCh38.p12)

(121)(174)(155)(160)

RCV000029362.3 :

Benigno

RCV000078047.8 :

Benigno

RCV000755469.1 :

Benigno



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000029356.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000078043.9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000755464.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000029357.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000078044.11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000029362.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000078047.8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000755469.1

C>T ATP7B rs1801247 chr13:51946335 (165)(175)(153)(176)(173) RCV000029363.3 :
(GRCh38.p12) Benigno
RCV000078048.8:
Benigno
RCV000755467.1 :
Benigno
C>A ATP7B rs1353373400 | chr13:51946279 No hay publicaciones para rs1353373400 | No reportado en
(GRCh38.p12) segln clinvar. Sin embargo, Margarit y | Clinvar
Cols(155) y Brage(156). Encontraron en
poblaciones espafiolas una transversion de
una G por una T en heterocigosis cercana al
sitio dador del splicing del intron 13
(c.3060+5G>T)
DelG ATP7B rs137853281 chr13:51942396- (159)a(146)b(177)(5)(111)(178)(147)b(10) RCV000169026.5 :
51942398 (GRCh38.p12) a: Venezuela, b: Brasil, patogénica
RCV000523051.1 :
patogénica
A>G /| ATP7B rs1801249 chr13:51941218 (165)(167)(179)(153)(173) RCV000029369.3:
A>T (GRCh38.p12) benigno
RCV000078051.13
: benigno
RCV000755463.1 :
benigno
ATP7B rs2282057 chr13:51937470 (165)(179) RCV000029376.3 :
G>A (GRCh38.p12) benigno
RCV000078054.8:
benigno

Fuente: Datos propios del investigador. Se resalta en negrita los SNPs patdégenos segun la literatura y correlacionados con
los hallazgos de laboratorio del paciente.

Varios de estos polimorfismos fueron descritos previamente por Margarit y
colaboradores, en 2005, en poblacion espafiola, como variaciones de la secuencia
sin importancia clinica, debido a que la sustitucion de nucleétidos no produce
sustitucién de aminoacidos en la proteina resultante, conocidas como mutaciones
silentes, estos resultados fueron encontrados en controles normales de la
poblacion o en pacientes con dos mutaciones patologicas definidas. Dentro los
cuales se encuentran: p.Lys832Arg localizada en el exén 10, relacionado con el
dominio de traduccion (Td) de la proteina, p.Thr991Thr localizada en el ex6n 13,
relacionado con el dominio transmembrana 6 (TM6) de la proteina, p.Alal003Ala
localizada en el exdon 13, relacionado con el dominio TM6 de la proteina,
p.Vall140Ala localizada en el exon 18, relacionado con el sitio de union ATP de la
proteina (155). Brage y colaboradores, en 2006 en poblacién de Galicia, Espafia,
identificaron el polimorfismo p.Alal003Ala localizada en el exén 13 relacionado
con el dominio TM6 de la proteina (155,156).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000029363.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000078048.8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000755467.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000169026.5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000523051.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000029369.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000078051.13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000755463.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000029376.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000078054.8

Posteriormente Kumari Niti y colaboradores en 2018, realizaron un estudio en
poblacion india para identificar nuevas mutaciones en el gen ATP7B, encontrando
varios polimorfismos: p.Lys832Arg, posicion en el ARNm c.2495A>G, relacionado
con el dominio transmembrana 4 (TM4) y con el dominio Td de la proteina,
p.Arg952Lys posicién en el ARNm ¢.2855G>A, relacionado con los dominios TM5
y TM6 de la proteina y mutaciones sindnimas o silenciosas que coinciden con los
presentados por el paciente estudiado: p.Thr991Thr, posicion en el ARNmM
€.2973G>A, relacionado con los dominios TM6 y domino P o de fosforilacion,
p.Alal003Ala posicion en el ARNm ¢.3009G>A, relacionado con los dominios TM6
y domino P (180).

5.1.4.1 rs1353373400

Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 13. Su posicién es:
chrl3:51946279 (GRCh38.p12). Su localizacion en el cromosoma 13 se

esquematiza en la figura 7.

Figura 7. Representacion esquematica de SNP rs1353373400
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Tomado de: Clinvar Ncbi. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q=rs1353373400&assm=GCF_000001405.38



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q=rs1353373400&assm=GCF_000001405.38

5.1.4.2 rs137853281
Se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 13. Su posicion es:
13914.3, 13: 51942396 (GRCh38). Su localizacion en el cromosoma 13 se

esquematiza en la figura 8.

Figura 8. Representacién esquematica de SNP rs137853281
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Tomado de: Clinvar Ncbi: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q=rs1353373400&assm=GCF _000001405.38

5.1.5 Analisis comparativo de genotipo-fenotipo con estudios de
referenciay caso clinico

Se puede establecer una relacidn genotipo-fenotipo entre las mutaciones
patolégicas para WD presentadas por el caso estudiado (c.3402delC vy
¢.3060+5G>T), su frecuencia, sus manifestaciones clinicas y las referidas en la

literatura de pacientes con las mismas mutaciones.

La frecuencia de la mutacion ¢.3402delC es baja en el mundo entre 1-8 %, con un
valor promedio de 3,2 % para los paises del Noreste de Europa (Inglaterra,
Suecia, Alemania, Hungria y Polonia), Mediterraneo (Espafa, Italia, Ucrania y

Serbia); sin embargo, a nivel de Latinoamérica observamos un incremento en la


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q=rs1353373400&assm=GCF_000001405.38

frecuencia en pacientes cubanos del 5 % y brasileros del 11,4 - 34,8 %, siendo
esta Ultima la prevalencia mas elevada para la mutacion antes descrita. Es de
notar que, en un estudio realizado en la poblacién latinoamericana, en Venezuela,
se encontrd0 una frecuencia del 26,9 %, en el que es importante destacar la
presencia ascendencia colombiana, abuelos maternos que vivian en los
departamentos de Bolivar (Magangué) y Norte de Santander (Chinacota). Para el
caso de la mutacién ¢.3060+5G>T, que produce p. Met645Arg, un cambio de un
aminoacido metionina por una arginina en el residuo 645 de la proteina, es
reportado en varios paises de Europa con una frecuencia de 27 %, no se reporta
en América (21,30,146,159)

La presentacion inicial de la enfermedad con manifestaciones psiquiatricas en el
paciente es caracteristica de la mutacién c.3402delC como puede evidenciarse en
un estudio realizado en la Facultad de Medicina de la Universidad de S&o Paulo,
Brasil, en el cual la mayoria de los pacientes son heterocigotos para la mutacion
antes referida, igual que el caso indice. Las manifestaciones psiquiatricas mas
frecuentemente referenciadas en la literatura son los sintomas depresivos, con los
cuales se confunde el diagnaéstico inicial de WD, retardando de esta forma, el inicio
de la terapia, y la aparicion de dafio permanente en el sistema nervioso central.
(146,147)

De igual forma las manifestaciones neuroldgicas presentadas mas adelante por el
paciente son caracteristicas de la mutacion c¢.3402delC, con la excepciéon del
temblor en reposo y de los anillos de Kayser-Fleischer que también se manifiestan
en la mutacion ¢.3060+5G>T. (Ver tabla 5). Cabe resaltar que la presencia del
anillo de Kayser-Fleischer denota un dafio neurolégico por la acumulaciéon del

metal en los tejidos diana(147,159).

Las manifestaciones hepaticas fueron presentadas mas tardiamente por el
paciente estudiado, siendo las mas frecuentes presentadas en los estudios de

imagenes diagnosticas la atrofia y la esteatosis hepética, encontrandose



reportadas por la literatura en los dos tipos de mutaciones (c.3402delC y
€.3060+5G>T) antes descritas, con una mayor prevalencia en la mutacion
€.3060+5G>T (tabla 6) (155,156).

Tabla 6. Comparativo de estudios de referencia y caso clinico por genotipo y

caracteristicas clinicas

Fenotipo Caso Clinico Genotipo
(c.3060+5G>T) | (c.3402delC)
Psiquiatrico
Sentimientos  de | Presente nd(159) 11/13 tuvieron
tristeza 0 sintomas psiquiatricos
desesperanza no detallados(178)
Arrebatos de | Presente nd(159) nd(147)*

enojo, irritabilidad
o frustracion

Pérdida de interés | Presente nd(159) nd(147)

por actividades

habituales

Alteraciones  del | Presente nd(159) nd(147)

suefio

Astenia ylo | Presente nd(159) 23/41(147)

Adinamia

Pérdida de peso | Presente nd(159) nd(147)

y/lo pérdida del

apetito

Ansiedad, Presente nd(159) nd(147)

agitacion 0

inquietud

Ideas suicidas y/o | Presente nd(159) nd(147)

intento de suicidio

Neurolégico

Temblor Reposo Presente 13/28(159); 3/21 | nd(178) Presente(147),
presentaron signos | ‘manifestaciones
neurolégicos no | cerebrales’(146)
especificados, 1/21

presenté solo signos
neurolégicos (155), 2/21

presentaron signos

neurolégicos / hepaticos
Rigidez muscular Presente Noesp(159) nd(178) Presente(147)
Alteraciones Presente Noesp(159) nd(178) Presente(147)

Postura

Alteraciones Presente Noesp(159) nd(178) Presente(147)




Marcha
Distonias Presente Noesp(159) nd(178) Presente(147)
Disfagia Presente nd(159) Presente(147)
Risa sardonica Presente nd(159) Presente(147)
Lentitud para | Presente nd(159) Presente(147)
razonar, hablar y
hacer
movimientos
corporales
Bradicinesia Presente Noesp(159) nd(178)
Deterioro cognitivo | Presente Noesp(159) nd(178)
Atrofia Cerebral Presente Noesp(159) nd(178)
Alteracion Sistema | Presente Noesp(159) nd(178)
Ventricular
Cerebral
Anillo Kayser- | Presente 15/28(159) 6/13(178),
Fleischer presente(147)
(Diagnéstico)
Hepético
Atrofia Hepética Presente 17/28*(159); 24/27 | 8/13(178),
presentaron solo signos | ‘manifestaciones
hepaticos(155) hepaticas (146)
Nédulos Presente Noesp(159) nd(178)
Regenerativos
Esteatosis Ausente Noesp(159), Presente | 3/13(178),
Hepatica (156)
Pruebas Funcion | Normales Noesp(159) nd(178)
Hepatica
Pruebas de laboratorio clinico
Ceruloplasmina Disminuida Disminuida en | Disminuida en
11/28(159), 2/13(178)
disminuida(156)
Cobre Sérico Disminuido nd(159) nd(178)
Cobre en Orina Aumentado Aumentado en | Aumentado en
19/28(159) 11/13(178)
Albumina y | Normal nd(159) nd(178)
Proteinas Totales
Transaminasa Normal nd(159) nd(178)
Glutamico Pirdvica
(ALT-GPT)
Transaminasa Normal nd(159) nd(178)
Glutamico
Oxalacetica (AST
- GOT)
Bilirrubina  total, | Normal nd(159) nd(178)
directa e indirecta
Gamma Glutamil | Normal nd(159) nd(178)
Transferasa
Creatinina Normal nd(159) nd(178)




| Hemograma | Normal | nd(159) | nd(178) \
Fuente: Datos propios del autor analizando revisiones de articulos previos. Noesp= no se especifica en la

descripcion clinica del(os) paciente(s), nd=no hay datos. (159)=Paradisi y Cols en poblaciéon venezolana.
Algunos de los pacientes tenian ascendencia colombiana. *El 100 % de los pacientes (brasileros) presentaron
otros signos neurolégicos. Este estudio solo presenta datos clinicos neuroldgicos (147). Estudio en poblacion

espafiola (155).



6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

En la actualidad, el paciente se encuentra en aceptables condiciones generales a
pesar de los notables efectos de invalidez que provoca la enfermedad de Wilson
en las personas afectadas. Se considera que la satisfactoria evolucion del sujeto
esta asociada a una buena adherencia al tratamiento (181,182), a la intervencion
multidisciplinaria que incluye manejo clinico especializado (hepatologia,
neurologia, psiquiatria y fisiatria), terapia fisica, terapia ocupacional, terapia de
lenguaje, trabajo social y psicologia (183,184) y a los cuidados proporcionados por
su nucleo familiar. Lo anterior se refleja en una aceptable calidad de vida y
evolucion clinica del paciente (185-187).

El analisis genético permitio clasificar al paciente como heterocigoto compuesto,
dado que es portador de dos variantes mutacionales tipo SNPs distintas para cada
alelo: transversion de una base T por una G (M[ATG]>R[AGG]) en heterocigosis
cercana al sitio dador del splicing del intrén 13 (c.3060+5G>T). La segunda
mutacién de implicaciones patoldgicas hallada refiere a una delecién de una base
C (c.3402delC) en 13: 51942396 (GRCh38), generando una alteracion en el marco
de lectura dando lugar a un coddén de parada prematuro (p.Alall135GInfs*13).
Ambas mutaciones en el paciente son consideradas segun la literatura como
patoldgicas y su cuadro clinico coincide con las descripciones también reportadas
en estudios previos realizados en diferentes poblaciones. El paciente present6 un
cuadro clinico variado con la sintomatologia psiquiatrica, neurologica y hepatica.
Es interesante recalcar que en la mayoria de estudios encontrados en la literatura
(ver tabla 6), los pacientes presentaban algunas y no todas las manifestaciones

clinicas que han sido agrupadas en la clasificacién fenotipica de la enfermedad



gque establece la forma de presentacion en funcion de los sintomas

predominantes, de tipo hepatico y/o neurologico (ver tabla 1).

Es importante el diagnostico oportuno de la enfermedad para evitar
complicaciones que en el futuro generen discapacidad irreversible y a su vez
impactar positivamente la morbilidad y mortalidad; instaurando de manera
temprana un tratamiento farmacol6gico que retrase o impida el empeoramiento
progresivo de las condiciones del paciente. En el paciente estudiado, al
presentarse un cuadro clinico tan variado, pudo dificultarse el diagndstico
temprano de la enfermedad y retrasar en cierta medida la instauracion de un

tratamiento adecuado a base de quelantes.

A pesar del diagndstico tardio debido a la multiplicidad e inespecificidad del cuadro
clinico presentado por el paciente, la instauracion inmediata del tratamiento
farmacologico con medicamentos quelantes, favorecid la mejoria clinica;
evidenciada por la desaparicion del anillo Kayser-Fleischer (signo de deplecion del
exceso de cobre en el sistema nervioso central) y controles de laboratorio
satisfactorios (ceruloplasmina normal, cobre sérico bajo y cobre en orina
aumentado, pruebas de funcion hepatica dentro de los parametros normales) e
imagenes diagnosticas sin cambios importantes (RMN de cerebro y ecografia
hepéatica) (188—195)

Aun cuando el tratamiento farmacologico puede paliar la sintomatologia
presentada por el paciente, este no puede detener su evolucién sino solo
retrasarla. Es inevitable el permanente deterioro sistémico, pero este estudio
demostré que es posible retrasar la severidad de los sintomas y signos de los
afectados con la enfermedad de Wilson brindandole la oportunidad de una mejor
calidad de vida (196).



6.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios poblacionales que permitan identificar mutaciones
genOdmicas asociadas a la enfermedad de Wilson y a otras enfermedades

huérfanas en Colombia.

También se recomienda la apertura de lineas de investigacion en genética clinica
en la maestria de genética que aborden el diagndstico temprano y el tratamiento

oportuno de pacientes afectados con enfermedades huérfanas.

Se recomienda que a los familiares de pacientes diagnosticados con enfermedad
de Wilson u otras enfermedades huérfanas se les realice estudio genético con el
fin de detectar heterocigosidad u homocigosidad, por lo que puedan recibir
consejeria genética si es necesario. Debido a los altos costos que representan
estos diagnosticos especializados, estos deberan ser asumidos por el sistema

general de seguridad en social en salud de Colombia.

Es importante ampliar el estudio genético a los hermanos del paciente con el
objetivo de detectar posibles portadores y de esta forma recibir consejeria

genética en consulta especializada.



7. Anexos

7.1 Anexo

FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS A FAMILIARES DEL CASO INDICE
DE LA TESIS. PROYECTO. ENFERMEDAD DE WILSON, UN RETO
DIAGNOSTICO. REPORTE DE CASO

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS Y BIOMEDICAS
MAESTRIA EN GENETICA

Nombre:

Sexo

Fecha De Nacimiento

Parentesco con el caso indice

Estado Civil: (Fecha Union)

Ocupacién U Oficio

Estudios Realizados




I Antecedentes Personales:

Patoldgicos:

= Hepatopatias: hepatitis, cirrosis, ictericia, ascitis, edema (si, no)

» Sintomatologia Psiquiatrica: cambios estados de animo, alteraciones suefio, perdida
subita de peso, ideas suicidas, depresion, esquizofrenia, etc. (si, no)

= Sintomatologia Neurolégica: temblores, rigidez muscular, alteraciones de la postura o
marcha, alteraciones habla, enfermedad de Parkinson) (si, no)

Quirurgicos: Trasplante Hepatico

Toxicologicos:

Farmacologicos

Alergias:

6. Habitos:




Il ANTECEDENTES FAMILIARES:
1. Enfermedades genéticas, hepatopatias, enfermedades neuroldgicas y/o psiquiatricas.

2. Muerte prematura sin causa explicable




7.2 Anexo 2

TI'TULO’ DEL PROYECTO: ENFERMEDAD DE WILSON UN RETO
DIAGNOSTICO. REPORTE DE CASO

REF: TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE, SOLICITUD COPIA HISTORIA

CLINICA, ENTREVISTA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA, EXAMEN FISICO -
FONDO DE 0JO

Fecha:

Yo, identificado con C.C. ,
he leido y comprendido la informacion relacionada con el estudio y mis preguntas
han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que
se me tomara una muestra sangre, un examen fisico, fondo de ojo, una entrevista
clinico epidemioldgica, se me solicitara una copia de mi historia clinica con fines
de investigacion. Se me inform6 y comprendo que hay total ausencia de riesgos
mayores asociados al estudio, y cual sera el manejo que se le dara a la muestra.
Entiendo que la informacion obtenida en el estudio puede ser publicada o
difundida con fines cientificos.

Autorizacion para almacenamiento y uso de muestras (marque con una X):

Deseo que la muestra que se me tomoO sea desechada una vez
terminado el estudio.

Firma del tutor

Testigo No. 1. Nombre. Firma y Cédula



Testigo No. 2. Nombre. Firma. Cédula

Para ser diligenciado por el investigador:

He explicado al sefior(a) la naturaleza
y los propésitos de la investigacion; explicandole los beneficios de su participacion.
He contestado sus preguntas e inquietudes y aclarado toda duda existente al
respecto. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para
realizar investigaciones con seres humanos y me apego a ella.

Investigador. Nombre. Firma. Cédula
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