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Resumen

Introduccion: La enfermedad de Wilson es una enfermedad genética rara
(1 : 40,000 a 1: 100,000), de herencia autosémica recesiva. Sucede por una
mutacion en el gen ATP7B que codifica una proteina encargada de metabolizar
el cobre en el higado. La consecuencia de su disfuncion es que el acumulo de
este metal genera un dafio hepatico principalmente. Sin tratamiento los
pacientes progresan inevitablemente a la muerte por fallo hepatico agudo,
cirrosis o por complicaciones secundarias a un dafio neuroldgico progresivo.

Objetivo principal y metodologia: EI objetivo principal de esta
investigacion fue caracterizar a la poblacion pediatrica con enfermedad de
Wilson y determinar si existe una relacion entre el genotipo y el fenotipo. El
estudio es retrospectivo observacional y se incluyeron pacientes a quienes se
les habia realizado un analisis molecular para esta patologia. Ademas, se
compararon la sensibilidad y la especificidad del diagnéstico genético con el
estandar de oro para el diagndstico de la enfermedad de Wilson que es el peso
seco de cobre en tejido hepatico.

Resultados y discusiéon: La edad de presentacién promedio fue de 8.8 +
3.4anos, que representa una reduccion con comparacion a estudios previos
costarricenses probablemente gracias a la deteccion de pacientes asintomaticos
por el analisis molecular. La prevalencia de la enfermedad en todo el pais fue de
2.2:100,000 habitantes y en San José de 3.9:100,000 habitantes. En San José la
prevalencia de la enfermedad es muy alta pero menor en comparacién al estudio
previo costarricense que se realizd en una poblacion adulta. La diferencia es
posiblemente por la evolucidon natural de la enfermedad (subregistro pediatrico
por la edad de presentacién) y un posible sobre registro en adultos que son
portadores.

Las variantes patogénicas detectadas en Costa Rica son 4: p.N1270S,
p.M645R, p.L708P, p.T1434M. La mas frecuente es la p.N1270S. Un 58.8% de
los pacientes son homocigotos para esta variante patogénica y un 75% por lo
menos tienen un cambio para p.N1270S. La alta prevalencia de una unica
mutacion aunado a la distribucién geografica central son altamente sugestivas
de un efecto fundador en Costa Rica.

El diagnéstico genético es 100% especifico y tiene una alta sensibilidad
del 79%. Es de gran utilidad para resolucion expedita de pacientes en falla
hepatica aguda.
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Introduccion

La enfermedad de Wilson es una enfermedad genética de herencia
autosdmica recesiva. Esta patologia se manifiesta como un trastorno en el
metabolismo del cobre secundario a una mutacion en el gen ATP7B, localizado
en el brazo largo del cromosoma 13. El gen ATP7B codifica una ATPasa tipo P
qgue es una proteina grande de 1465 amino acidos y se expresa principalmente
en el higado (1-4). La ATPasa reside en el aparato Golgi trans y esta
encargada de transportar el cobre de proteinas chaperonas intracelulares hacia
su excrecion a la bilis o su incorporacion con la ceruloplasmina. La consecuencia
de su disfuncién se traduce en una menor excrecién del cobre y una
incorporacion inadecuada del cobre a la ceruloplasmina. El resultado de una
excrecion inadecuada de cobre es su acumulo ya que el consumo diario de
cobre excede los requerimientos diarios. Este metal es esencial para multiples
funciones enzimaticas pero su exceso genera un dafo por estrés oxidativo tanto
a nivel hepatico como en los otros 6rganos donde se deposita como en el
sistema nervioso central, higados, rifones, musculoesquelético, ojos, entre
otros(1-7).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Wilson son secundarias al
acumulo de cobre en el cuerpo que se da principalmente en el higado y
cerebro(8,9). La presentacién clinica de la enfermedad es muy variable: puede
presentarse como enfermedad hepatica, anemia hemolitica Coombs negativa
con insuficiencia renal o pueden tener manifestaciones neuropsiquiatricas por el
acumulo de cobre principalmente en los ganglios basales(10).

La edad de presentacion, asi como la forma de presentacidon son
sumamente variables. La sintomatologia de la enfermedad se puede manifestar
a cualquier edad, pero la mayoria de pacientes debutan entre los 5 y 35 afios. El
anillo de Kayser-Fleischer se documenta hasta en un 95% de los pacientes con
presentacion neuropsiquiatrica(9). Este anillo se puede observar con la lampara
de hendidura y es causado por el depdsito de cobre en la membrana de
Descemet. Los pacientes que presentan la forma neuropsiquiatrica usualmente
tienen signos de ataxia, tremor y distonia(9). Los signos clinicos de enfermedad
hepatica son inespecificos, pero casi siempre preceden los sintomas
neuroldgicos. La presentacion hepatica de la enfermedad puede ir desde
asintomatica hasta cambios bioquimicos hasta cirrosis. Ocasionalmente, el unico
sintoma inicial es la anemia hemolitica Coombs-negativa(6,10,11).

Sin tratamiento la enfermedad es letal. Con tratamiento quelante y trasplante
hepatico la gran mayoria de los pacientes sobreviven, sin embargo, a nivel
mundial no hay estudios prospectivos de mortalidad(6). El prondstico depende
de la severidad de afeccién hepatica y neuroldgica y de la adherencia al
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tratamiento. En pacientes sin cirrosis usualmente con 1-2 afios de tratamiento
hay una normalizacion de las pruebas de funcion hepatica. Por otro lado, en
pacientes con fallo hepatico agudo usualmente el tratamiento no es efectivo por
el tiempo que duran los quelantes en remover el cobre. La sobrevida es mayor
para pacientes que se presentan con enfermedad neuropsiquiatrica pero el
tratamiento no revierte los sintomas(6).

El diagndstico de la enfermedad de Wilson es clinico/bioquimico. Existe un
cuadro de puntaje (6)(Anexo 1) que incluye signos clinicos, sintomas y valores
bioquimicos ya que ningun valor bioquimico aislado es especifico para la
enfermedad. De acuerdo a este sistema un de puntaje 4 o0 mas puntos es
diagndstico de la enfermedad. Los pacientes con enfermedad de Wilson
usualmente tienen ceruloplasmina baja a indetectable, con anillo Kayser-
Fleischer, cobre sérico y urinario altos y peso seco de cobre en biopsia hepatica
aumentado(6). Ninguno de los parametros bioquimicos que forman parte del
diagndstico tienen un alto valor predictivo positivo. Por ejemplo, la
ceruloplasmina puede estar normal o aumentada por ser un reactante de fase
aguda en un paciente con Wilson. EIl estandar de oro del diagnédstico de la
enfermedad de Wilson es el peso seco de cobre en tejido hepatico(6,9,12).

El puntaje que se utiliza para el diagnéstico incluye el diagnostico
genético y esta validad para pacientes en edad pediatrica(12—14). Hay mas de
500 mutaciones descritas para el gen ATP7B relacionadas con la
enfermedad(1,8). Sin embargo, desde el 2010 en Costa Rica se inicid el
diagndstico genético de la enfermedad por el Centro Nacional para la
Prevencion de Discapacidades. En Costa Rica, existen seis mutaciones
principales descritas M665I, T1434M, H1207R, L708P, M645R y N1270S(15).
Hasta la fecha hay aproximadamente 152 familias estudiadas y 100 pacientes
pediatricos con diagndstico clinico o sospecha diagndstica a quienes se les ha
realizado un analisis molecular en busqueda de mutaciones. El Hospital
Nacional de Nifos es el centro nacional de referencia para estos nifios ya que es
el unico centro con especialistas pediatricos en gastroenterologia vy
hepatologia(15). ElI hecho que son pocas las mutaciones descritas en la region y
que hay un solo centro de referencia para todo el pais hace factible hacer un
estudio epidemiolégico de la poblacion pediatrica con enfermedad de Wilson y
hacer una correlacion entre estas mutaciones y la forma de presentacion de la
enfermedad.

La incidencia a nivel mundial se estima en 1:30,000 — 1: 100,000(16). El
unico estudio pediatrico también realizado en el Hospital Nacional de Nifos
documentd una prevalencia poblacional de 35 nuevos casos entre 1992 y el
2006. Este estudio fue una revision retrospectiva de los pacientes pediatricos
que llevaban control en dicho centro(16). Estudios epidemiolégicos en adultos
reportan que Costa Rica tiene la mayor incidencia a nivel mundial de la
enfermedad de Wilson que se estima en 4.9/100,000(3,17). La incidencia tan
alta en Costa Rica se sospecha que es secundaria a un efecto fundador y a una
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alta tasa de consanguinidad en ciertas regiones del pais. Hay variabilidad en
incidencias reportadas por diferentes fuentes.

No se han descrito en la literatura asociaciones claras entre la mutacién, la
edad de presentacién de la enfermedad y la severidad de la enfermedad, los
estudios genotipo-fenotipo han sido poco concluyentes(1,2,5,17-20). Es posible
que diferentes mutaciones en la ATPasa transportadora de cobre se traduzca en
diferentes manifestaciones fenotipicas de la enfermedad(2,8,19). Hay
mutaciones como la p.H1069Q que se han descrito en estudios se asocian con
una presentacion clinica mas leve, de diagnéstico mas tardio y asociado mas a
sintomas neurolégicos. Por otro lado la mutacién p.Q289X, en pacientes
homocigotas, produce una proteina truncada y se ha descrito se manifiesta
clinicamente con una presentacidn mas temprana, severa y fenotipo hepatico
(19,21). A pesar de no haber una relacion genotipo-fenotipo clara descrita, si hay
una incidencia significativamente mas alta de hepatitis fulminante en la poblacién
costarricense que se sospecha puede estar relacionada con que la mutacion
mas frecuente en Costa Rica, la p.N1270S, sea mas deletérea(8). Estudios
funcionales también han demostrado que comparando la p.H1069Q contra
p.N1270S, la primera tuvo recuperacion parcial de la funcién en cuanto a
excrecion del cobre en levaduras en comparacion a la segunda donde se
observé una pérdida total de la funcidn(22). Se teoriza que la mutacion
p.N1270S puede ser mas deletérea al estar localizada en un dominio con regién
de bisagra con actividad ATPasa(23,24).
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Justificacion

Costa Rica es el pais con la mayor prevalencia de enfermedad de Wilson
a nivel mundial (4,9 : 100,000)(3). Es una enfermedad de herencia genética,
autosodmica recesiva, que es tratable y que el tratamiento ha demostrado que
mejora radicalmente la morbimortalidad de esta patologia. El diagndstico
oportuno, por lo tanto, es esencial para prevenir secuelas por la enfermedad y
muertes.

El estudio epidemioldgico de la enfermedad en la poblaciéon pediatrica es
de suma importancia para poder discernir las areas del pais de mayor
afectacion, las edades esperadas de presentacion, las formas de presentacion y
para conocer de forma mas detallada la evolucion natural de WD en Costa Rica.

Asimismo, demostrar que existe una relacion entre el genotipo y el
fenotipo llevaria a un mejor entendimiento de esta patologia y del metabolismo
del cobre. Esto podria tener repercusiones importantes para el tratamiento y
manejo de los pacientes afectados.
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Objetivos

INTERROGANTE A ESTUDIAR

¢ Cuadles son las caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y genéticas de los
pacientes pediatricos con enfermedad de Wilson en Costa Rica en el Hospital
Nacional de Nifios de Costa Rica (CCSS) del 2010 al 2015?

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a los pacientes pediatricos del Hospital Nacional de Nifios de Nifios
con el diagndstico genético de WD y establecer si hay correlacién entre el
genotipo y el fenotipo (2010 — 2015).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la epidemiologia de los pacientes con enfermedad de
Wilson en la poblacion pediatrica y comparar con estudios previos
costarricenses.

2. Calcular la prevalencia de WD en las diferentes regiones de Costa Rica
para la poblacion pediatrica.

3. Identificar cuales son las mutaciones mas frecuentes en la poblacion
costarricense.

4. Determinar si existe relacion entre en tipo de mutacion, la edad de
presentacion de la enfermedad y la forma de presentacion (la relacion
genotipo-fenotipo).

5. Comparar la sensibilidad y especificidad del diagnéstico genético con el

estandar de oro del diagndstico clinico que es el peso seco de cobre en
tejido hepatico.
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Pacientes y métodos

PACIENTES

Este estudio incluye la revisidon de expedientes de pacientes pediatricos
costarricenses con enfermedad de Wilson del Hospital Nacional de Nifos, a
quienes se les realizé un analisis molecular para dicha enfermedad entre enero
2010 hasta diciembre 2015.

El objeto de estudio consta de los registros médicos de estos pacientes.
Para obtener esta informacién se utilizé la base de datos del Centro Nacional
para la Prevencion de Discapacidades en el Hospital Nacional de Nifios.

METODOLOGIA

Es un estudio retrospectivo observacional. Se obtuvo autorizacion del
Comité de Etica Cientifico del Hospital Nacional de Nifios (CEC-HNN-030-2017).
Se utilizaron dos bases de datos. La primera fue la lista de pacientes a quienes
se les realizé un analisis molecular por sospecha de enfermedad de Wilson en el
Centro Nacional para la Prevenciéon de Discapacidades en el Hospital Nacional
de Ninos entre el 2010 y el 2015. De esta lista se incluyeron todos los pacientes
pediatricos (definidos como menores de 18 afos al momento del diagndstico) y
se realizd una revision de expedientes. Se incluyeron aquellos pacientes que
cumplieran criterios diagnésticos (mayor o igual a 4 puntos, segun el puntaje
diagndstico de Leipzig, 2012 (Anexo 1). Ademas, se solicito la lista de pacientes
con el diagnéstico de enfermedad de Wilson de estadistica del Hospital de Nifios
desde el 2005 hasta el 2010 para realizar un control cruzado y corroborar que a
todos los pacientes con diagnostico de WD se les realizara analisis molecular.

La informacion se recogié en una base de datos creada en Epi Info™,
congruente con la hoja de recoleccion de datos (Anexo 2). Se utilizaron copias
fisicas para cada paciente de los datos recolectados.

Los datos se analizaron en STATA versién 14 con licencia. Se realizaron
analisis de estadistica descriptiva e inferencial. No se realizd un calculo de
tamafno de muestra ya que el estudio es poblacional. Sin embargo, para los
analisis de relacién genotipo-fenotipo los pacientes enfermos fungieron como
una muestra aleatoria debido al comportamiento natural de la enfermedad.

Se realizaron determinaciones de medidas de tendencia central para
variables cualitativas y cuantitativas (i.e. media, IC, mediana, varianza,
desviacion tipica), contrastes de normalidad y homocedasticidad (i.e. Box plot,
Levene), determinacién de pruebas paramétricas de asociaciéon de variables
cualitativas y/o cuantitativas (i.e. regresién, correlacion de Pearson, prueba t) y
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determinaciones de pruebas no paramétricas de asociacion de variables
cualitativas y/o cuantitativas (i.e. Chi cuadrado).

Se calculé la tasa de prevalencia como numerador el numero total de
casos en el periodo de tiempo estudiado y denominador la poblacién pediatrica
menor de 20 afos en el periodo de tiempo correspondiente. La poblaciéon
pediatrica se tomara de los censos nacionales del INEC. Este valor luego se
promedio para dar una tasa global y se corrigio la tasa de prevalencia segun la
poblacion de cada provincia.

Se estimé la especificidad y sensibilidad del diagnéstico genético con un
cuadro de dos por dos y se compard con la sensibilidad y especificidad del
estandar de oro que es el peso seco de cobre en tejido hepatico segun este
estudio y segun la literatura. Se compararon los resultados de este estudio con
estudios previos costarricenses. Se tomaron como controles al grupo de
pacientes a quienes se les habia solicitado analisis molecular por antecedentes
heredofamiliares de enfermedad de Wilson o por otras hepatopatias en estudio
pero que no cumplian con criterios para el diagnostico de la enfermedad.

El analisis para la correlacién entre genotipo-fenotipo se hizo tomando los
grupos de genotipos y comparando esto contra las variables: 1. Edad de
diagndstico, 2. Forma de presentacion (asintomatico versus sintomatico), 3. Falla
hepatica versus no falla hepatica). Se definié sintomatico como la presencia de
sintomas clinicos en un grupo y posteriormente se incluyeron en el grupo de
sintomaticos a los pacientes con hepatitis subclinica (definido como elevacién de
las transaminasas >2-3x el valor basal). Falla hepatica se defini6 como datos
clinicos de insuficiencia hepatica e INR >2.

CRITERIOS DE INCLUSION DE LOS PARTICIPANTES:
Rango de edad: 0 -18 afios al momento del diagndstico

Sexo: no existe restriccion en el enrolamiento de participantes que se base en el
género del paciente.

Etnia: no existe restriccion en el enrolamiento de participantes que se base en la
etnia del paciente.

Inclusién de clases especiales o participantes vulnerables: nifios (menores de
edad). No existe restriccién en el enrolamiento de participantes pertenecientes a
otras clases especiales o pacientes vulnerables; en caso de su presencia, como
es el caso de la poblacion pediatrica, se tomaran las medidas pertinentes segun
dictamina la legislacion vigente.
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Pruebas de laboratorio y Gabinete: En el presente estudio de revisidon
retrospectiva de registros médicos de los pacientes pediatricos costarricenses
con enfermedad de Wilson del Hospital Nacional de Nifios de Costa Rica en el
periodo de tiempo establecido, no se contempla la realizacién de pruebas de
laboratorio ni de gabinete.

Otros: Pacientes pediatricos costarricenses con diagnéstico clinico de
enfermedad de Wilson, segun los criterios 8tva Reunién Internacional de la
Enfermedad de Wilson realizada en Leipzig, 2001; y con cribado genético
previamente realizado en dicho centro. Esto con la finalidad de identificar las
mutaciones mas frecuentes en la poblacion costarricense.

CRITERIOS DE EXCLUSION DE LOS PARTICIPANTES:

Pacientes cuyo expediente esté incompleto o incluya menos del 60% de las
variables a evaluar.
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Aspectos éticos

En este estudio no se vio afectada la autonomia de los pacientes. Al ser
un estudio retrospectivo observacional tiene un caracter descriptivo, no hay
contacto directo con pacientes y consté Unicamente de revisidén de expedientes.

El riesgo principal inherente del estudio es la fuga de informacion
confidencial de los pacientes. Riesgo que se minimizd al codificar la informacion
por numero de caso, omitiendo datos de nombre, numeros de expediente y
cédula. Ademas, Las bases de datos son seguras, con clave y acceso
unicamente para el investigador principal y los subinvestigadores.

Se respetd el principio de justicia ya que se incluyeron todos los
participantes que cumplieran criterios de inclusion y fueron tratados de la misma
forma. Este estudio ademas cumple con el principio de beneficencia porque es
un estudio con riesgos minimos para los participantes y los pacientes pueden
ser beneficiados de forma indirecta al llegar a entender mejor la patologia y con
esto optimizar el manejo de la enfermedad. Se respetdé también el principio de no
maleficencia, por la naturaleza del estudio, siendo un estudio observacional, los
pacientes no fueron sometidos a ninguna intervencion que los pusiera en algun
riesgo.
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Fuentes de financiamiento

Mediante este estudio no se obtuvo ninguna compensacion financiera. No
hay ningun conflicto de interés por parte de los investigadores. Los participantes
no tienen ninguna obligacién financiera.
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Resultados

CARACTERIZACION DE LA POBLACION

La poblacion en estudio consta de 34 casos del Hospital Nacional de
Nifios (HNN), Dr. Carlos Saenz Herrera, del 01 de enero del 2010 al 31 de
diciembre del 2015.

Para los siguientes analisis, los 34 pacientes fungiran como una muestra
aleatoria debido al comportamiento natural de la enfermedad en estudio, con lo
cual se puede decir que los pacientes aparecen de manera aleatoria, asi se
hallan tomado del registro del hospital. EI 55,9% de los pacientes con
enfermedad de Wilson en estudio fueron hombres. (Cuadro 1).

Cuadro 1: Distribuciéon absoluta y relativa segin sexo de los pacientes con WD (n = 34). HNN. De
enero del 2010 a diciembre del 2015.

Edad al diagnéstico Promedio Rango
Ambos sexos 8.8 + 3.6 afios 1.0-17.0 afios
Mujeres 7.9 £ 4.5 anos 1.0-17.0 afios
Hombres 9.4 + 2.6 afos 4.0 - 15 afios
Caracteristicas basales n =34 pacientes Porcentaje
Mujeres 15 55.9%
Hombres 19 44.1%

Fuente: Expedientes pacientes. HNN

El promedio de edad al diagnéstico de los pacientes con enfermedad de
Wilson fue 8,8 + 3,6 afios, el mas joven tenia 1,0 afio y el mas adulto 17,0 afios,
el 75% de los pacientes tenia 11,0 afos o menos; el promedio de edad al
diagndstico de las pacientes mujeres fue 7,9 £ 4,5 afos, con un rango de edad
de entre 1,0 afio y 17,0 anos, el 50% de las pacientes tenian entre 5,0 y 12,0
afos (observaciones centrales); el promedio de edad al diagnéstico de los
pacientes hombres fue 9,4 + 2,6 afios, con un rango de edad de entre 4,0 afios y
15,0 afios, el 75% de los pacientes tenian 11,0 afios o menos. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al 5% entre estos dos
promedios; es decir, el promedio de la edad al diagnéstico de las mujeres es
igual estadisticamente que el promedio de la edad al diagnédstico de los
hombres. (p = 0,2340) (Figura 1).

La prueba de Levene de homogeneidad de varianzas, resulta significativa
al 5% (p = 0.0473); es decir, no se cumple el supuesto de igualdad de varianzas;
entonces se utilizé la prueba robusta para igualdad de medias Welch Anova (p =
0,2654) que supone varianzas desiguales y confirma que los promedios son
iguales estadisticamente (Figura 1 y Cuadro 2).
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Figura 1: Costa Rica. Estadisticas descriptivas de la edad a la fecha del diagnéstico (afios) de los
pacientes con enfermedad de Wilson, segun sexo. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 34

pacientes).

154 e
o
= 7 - — -~
Z
€ 10+ . ~ -
8> B - - -
o . = —
) ) )
w 5- —_—

0 T
Mujeres Hombres

Sexo

Fuente: Expedientes pacientes. HNN

Cuadro 2:Costa Rica. Estadisticas descriptivas de la edad a la fecha del diagnéstico (afios) de los
pacientes con enfermedad de Wilson, segun sexo. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 34

pacientes).
o I de C. al 95% Prueba Prueba
. . Desviacion - . F Levene
Sexo Pacientes Promedio . Minimo Maximo Q1 Q2 Q3
estandar
!"m'Fe leltg Valor de p
inferior superior
Total 34 8,8 3,6 1,0 17,0 6,0 9,0 11,0
Femenino 15 7.9 4,5 1,0 17,0 5,0 8,0 12,0 6,1 9,8
0,2340 0,0473
Masculino 19 9,4 2,6 4,0 15,0 7,0 10,0 11,0 7,8 111

Fuente: Expedientes pacientes. HNN

La variable edad al diagnéstico (afios) presenta una leve asimetria hacia
la izquierda (coeficiente de asimetria = -0,06); es decir, que la enfermedad de
Wilson es diagnosticada en el HNN principalmente en nifios entre los 8,0 afos y

los 13,0 afios (71,4%) (Figura 2).
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Figura 2: Costa Rica. Histograma de frecuencias de la edad al diagnéstico (afios) de los pacientes
con enfermedad de Wilson. HNN. Enero del 2010 a Diciembre del 2015 (n = 34 pacientes).
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Fuente: Expedientes pacientes. HNN

El 55,9% (19 pacientes) residian en la provincia de San José al momento
del diagnodstico, seguida de la provincia de Puntarenas con el 17,6% (6
pacientes), y en las demas provincias el numero de pacientes que residian en
ellas es de entre uno y tres pacientes (Figura 4). Dentro de la provincia de San
José, el 63,1% (12 pacientes) diagnosticados con la enfermedad de Wilson,
residian en los cantones de Desamparados y Perez Zeledon. Hay una
distribucion central de la enfermedad, siendo la mayoria de casos del Valle
Central (Figura 3).
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Figura 3: Distribucion geografica de pacientes pediatricos con WD (n=34).
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Fuente: Expedientes pacientes. HNN

La tasa de prevalencia de morbilidad por enfermedad de Wilson, para el
pais en este periodo de 14 afos (2002 al 2015) es de 2,2 habitantes menores de
20 afos por cada 100000 habitantes menores de 20 afios, podria pensarse que
es una incidencia acumulada, pero esta asume que todos las personas menores
de 20 anos, estuvieron efectivamente en riesgo de presentar la enfermedad de
Wilson durante los 14 anos en estudio, lo cual no es cierto, porque al momento
que un individuo presenta la enfermedad deja de estar en riesgo. Hay que tener
cuidado con la interpretacién y comparacion de estas tasas por provincia por
tener tan pocos casos (Cuadro 3).
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CALCULO DE PREVALENCIA

Cuadro 3: Costa Rica. Tasa de morbilidad por enfermedad de Wilson por provincia. HNN. Enero del
2010 a diciembre del 2015. (N = 34 pacientes).

Provincia Poblacion promedio de 0 a Enfermos Tasa de morbilidad por 100,000 en
20 aﬁos:l menores de 20 afos

Total 1,567,774.5 34 2.2
San José 487,582.4 19 3.9
Alajuela 322,920.1 2 0.6
Cartago 168,435.9 3 1.8
Heredia 147,216.1 2 1.4
Guanacaste 121,416.5 1 0.8
Puntarenas 166,289.9 6 3.6
Limén 164,049.5 1 0.6

2/ Estimaciones nacionales. Poblacion por afios calendario, segiin sexo y grupos especiales de edades.
INEC 2007 a 2016.
Fuente: Expedientes pacientes. HNN

PRESENTACION CLINICA DE LA ENFEREMEDAD DE WILSON

La mayoria de pacientes tuvieron sintomas hepaticos al momento del
diagndstico (n=20 pacientes; correspondiente al 50% del total). Hubo 1 caso que
se presentd como anemia hemolitica Coombs negativo. Ningun paciente tuvo
presentacion por sintomas neuroldgicos. Del total 16 pacientes (47% del total) se
diagnosticaron asintomaticos (Cuadro 4). Ademas, 1 paciente del total de 34
fallecio.

Cuadro 4: Costa Rica. Forma de presentacion clinica de la enfermedad de Wilson. HNN. Enero del
2010 a diciembre del 2015. (N = 34 pacientes).

Presentacion clinica Numero de pacientes % de total
(n=34)
Hepatica 17 50
(Falla hepatica aguda) (6) (18)
Anemia hemolitica 1 3
Neuroldgica 0 0
Asintomatica 16 47
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VARIENTES PATOGENICAS HALLADAS EN LA POBLACION PEDIATRICA CON
ENFERMEDAD DE WISLON

Cuadro 5: Costa Rica. Variantes patogénicas de la poblacion pediatrica segun genotipo. (N = 34

pacientes).
Mutacion Numero de pacientes (N = 34)
Homocigotos 20

Heterocigotos compuestos
Heterocigotos
Ninguna mutacion

= O

Cuadro 6: Costa Rica. Variantes patogénicas detectadas en la poblaciéon pediatrica por genotipo,
localizacion en exones, tipo de mutacién y poblacién donde estan descritas. (N = 34 pacientes).

Mutacion Alelos Homocigotos Heterocigotos No. Familias Exon Tipo Mutacion Poblacion
con mutacion
p.N1270S 51 20 11 28 18 Cambio de sentido Siciliana/Costarricense
p.M645R 4 0 4 3 6 Cambio de sentido Judia
p.L708P 4 0 4 3 8 Cambio de sentido Norteamericanos
p.T1434M 1 0 1 1 21 Cambio de sentido Egipcia/Mediterraneo
No detectada 8 6

La mayoria de pacientes son homocigotos para la p.N1270S (58.8%). El
75% de la poblacion estudiada tiene por lo menos 1 cambio para la mutacién
p.N1270S (Cuadros 5 y 6). Hubo 1 paciente donde no se detectdé ninguna
mutacion a pesar de cumplir con los criterios diagndsticos de la enfermedad y 6
pacientes donde solamente se detecté 1 mutacion a pesar de si ser enfermos
(Cuadros 5y 6).

RELACION GENOTIPO-FENOTIPO (GENOTIPO VERSUS EDAD)

El promedio de edad al diagnéstico de los pacientes con enfermedad de
Wilson fue 8,7 + 3,6 afios, el mas joven tenia 1,0 afio y el mas adulto 17,0 afios,
el 75% de los pacientes tenia 11,0 afos o menos; el promedio de edad al
diagndstico de las pacientes heterocigotos fue 7,3 + 2,6 afios, con un rango de
edad de entre 5,0 afo y 11,0 afios, el 75% de las pacientes tenian 10,2 afnos o
menos; el promedio de edad al diagndstico de los pacientes heterocigotos
compuestos fue 10,4 + 5,5 afios, con un rango de edad de entre 1,0 afios y 17,0
afos, el 75% de los pacientes tenian 15,0 afios 0 menos; el promedio de edad al
diagndstico de los pacientes homocigotos fue 8,4 + 2,9 afios, con un rango de
edad de entre 2,0 afios y 13,0 afios, el 75% de los pacientes tenian 11,0 afios o
menos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al 5%
entre estos tres promedios; es decir, el promedio de la edad al diagndstico de los
pacientes heterocigotos es igual estadisticamente que el promedio de la edad al
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diagndstico de los pacientes heterocigotos compuestos y los pacientes
homocigotos. (p = 0,2340) (Figura 4) (Cuadro 7).

La prueba de Levene de homogeneidad de varianzas, resulta significativa
al 5% (p = 0.0499); es decir, no se cumple el supuesto de igualdad de varianzas;
entonces se utilizé la prueba robusta para igualdad de medias Welch Anova (p =
0,4344) que supone varianzas desiguales y confirma que los tres promedios son
iguales estadisticamente.

Figura 4: Costa Rica. Estadisticas descriptivas de la edad a la fecha del diagnéstico (afios) de los
pacientes con enfermedad de Wilson, seguiin genotipo. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n

= 33 pacientes).
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Cuadro 7: Costa Rica. Estadisticas descriptivas de la edad a la fecha del diagnéstico (afios) de los
pacientes con enfermedad de Wilson, seguin genotipo. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015. (n
= 33 pacientes)

ILdeC.al95%  Frucba Prueba

Tipo . . Desviacion . - F Levene

Mutacién Pacientes Promedio estandar Minimo Maximo Q1 Q2 Q3
ifl‘;gll'li:)er SEIT;;Sr Valor de p

Total 33 8,7 3.6 1,0 170 60 90 110 P
Heterocigoto 6 7,3 2,6 5,0 11,0 5,0 6,5 10,2 4.4 10,3
Heterocigoto
compuesto 7 10,4 5,5 1,0 17,0 6,0 12,0 15,0 7,7 13,2 0,2815  0,0499
Homocigoto 20 8,4 2,9 2,0 13,0 6,2 9,0 11,0 6,8 10,1

Se agruparon a los pacientes heterocigotos con los heterocigotos
compuestos con el supuesto que estos eran compuestos pero que una segunda
mutacion no se habia documentado ya que a estos 6 solo se les realizé un panel
de 4 exones. El promedio de edad al diagndstico de los pacientes con
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enfermedad de Wilson fue 8,7 + 3,6 anos, el mas joven tenia 1,0 afio y el mas
adulto 17,0 anos, el 75% de los pacientes tenia 11,0 aflos o menos; el promedio
de edad al diagndstico de los pacientes heterocigotos fue 9,0 £ 4,5 afos, con un
rango de edad de entre 1,0 afos y 17,0 afios, el 75% de los pacientes tenian
12,5 afios 0 menos; el promedio de edad al diagnostico de los pacientes
homocigotos fue 8,4 + 2,9 afos, con un rango de edad de entre 2,0 afios y 13,0
afos, el 75% de los pacientes tenian 11,0 anos o menos. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al 5% entre estos dos promedios; es
decir, el promedio de la edad al diagndstico de los pacientes heterocigotos es
igual estadisticamente que el promedio de la edad al diagnédstico de los
pacientes homocigotos. (p = 0,6737) (Figura 5 y Cuadro 8).

La prueba de Levene de homogeneidad de varianzas, no resultd
significativa al 5% (p = 0.0621); es decir, se cumple el supuesto de igualdad de
varianzas.

Figura 5:Costa Rica. Estadisticas descriptivas de la edad a la fecha del diagnéstico (afios) de los
pacientes con enfermedad de Wilson, seguin tipo de mutacién. HNN. Enero del 2010 a diciembre del
2015. (n = 33 pacientes)
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Cuadro 8: Costa Rica. Estadisticas descriptivas de la edad a la fecha del diagnéstico (afios) de los
pacientes con enfermedad de Wilson, seguin tipo de mutacién. HNN. Enero del 2010 a diciembre del
2015. (n = 33 pacientes)

Prueba Prueba

1. de C. al 95%

Tipo . . Desviacién - - F
Mutacién Pacientes Promedio estandar Minimo Maximo Q1 Q2 Q3
ifl‘;::'li:)er sﬁ:)l;];it;r Valor de p
Total 33 8,7 3,6 1,0 17,0 6,0 9,0 11,0
Heterocigoto 13 9,0 4.5 1,0 17,0 5,5 9,0 12,5 6,9 11,0
0,6737
Homocigoto 20 8,4 2,9 2,0 13,0 6,2 9,0 11,0 6,8 10,1

30



RELACION GENOTIPO-FENOTIPO (GENOTIPO VERSUS PRESENTACION
SINTOMATICA)

No existe asociacion entre la clase de mutacién (heterocigoto,
heterocigoto compuesto y homocigoto) con la condicion sintomatica del paciente
(asintomatico y sintomatico); es decir, las dos variables son independientes;
prueba chi-cuadrado (p = 0,242) (Figura 6).

Figura 6: Costa Rica. Relacién entre el genotipo y sintomas. Pacientes con enfermedad de Wilson.
HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 33 pacientes).
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Se agruparon los pacientes heterocigotos con los heterocigotos
compuestos. No existe asociacion entre la clase de mutacion (heterocigoto y
homocigoto) con la condicidbn sintomatica del paciente (asintomatico vy
sintomatico); es decir, las dos variables son independientes; prueba chi-
cuadrado (p = 0,135) (Figura 7).
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Figura 7: Costa Rica. Relaciéon entre genotipo y sintomas. Pacientes con enfermedad de Wilson.
HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 33 pacientes).
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Se documentdé que a pesar de ser pacientes asintomaticos porque no
habian tenido ningun sintoma clinico notable, algunos de ellos en la primera
evaluacion tenian evidencia de una hepatitis subclinica. Por lo tanto se, re-
agruparon a los pacientes, esta vez definiendo sintomatico como con sintomas
clinicos y/o hepatitis subclinica, definida como la elevacion de AST o ALT mas
de 2-3 veces el limite superior esperado.

No existe asociacion entre la clase de mutacidon (heterocigoto,
heterocigoto compuesto y homocigoto) con la condicion sintomatica del paciente
(asintomatico y sintomatico); es decir, las dos variables son dependientes;
prueba chi-cuadrado de Pearson (p = 0,059) (Figura 8).

Figura 8: Costa Rica. Relacion entre el genotipo y sintomas y/o elevacion AST/ALT. Pacientes con
enfermedad de Wilson. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 33 pacientes).
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Se agruparon los pacientes heterocigotos con los heterocigotos
compuestos, esta vez también incluyendo a los pacientes con elevacién de
transaminasas como sintomaticos. No existe asociacién entre el genotipo y la
presentacion o no de sintomas al agruparlos de esta forma; prueba chi-cuadrado
(p = 0.306) (Figura 9).

Figura 9: Costa Rica. Relacion entre el genotipo y sintomas y/o elevacion AST/ALT. Pacientes con
enfermedad de Wilson. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 33 pacientes).
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No existe asociacion entre la clase de mutacién (heterocigoto,
heterocigoto compuesto y homocigoto) con la falla hepatica aguda (falla hepatica
aguda y no falla hepatica aguda); es decir, las dos variables son independientes;
prueba chi-cuadrado de Pearson (p = 0,177). (Figura 10).

Figura 10: Costa Rica. Relacion entre el genotipo vy falla hepatica. Pacientes con enfermedad de
Wilson. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 33 pacientes).
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ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

El grupo de controles consistia de 106 pacientes en total. Todos menores
de 18 afios. Constaban del cohorte de pacientes que se habian enviado a
realizar un analisis molecular pero quienes no cumplian criterios diagnésticos. La
gran mayoria de estos pacientes tenian antecedentes heredofamiliares de
enfermedad de Wilson o se estaban estudiando por alguna hepatopatia. El
promedio de edad de eeste grupo fue de 13.2 £ 7.2 afios. Del total de pacientes
53.7% eran mujeres y 46.2% eran hombres. Se utilizé este grupo de pacientes
como pacientes controles para calculos de especifidad y sensiblidad ya que ellos
no tenian WD.

El promedio de puntaje diagndstico de los pacientes con WD y controles
fue 2,7 £ 3,3 puntos, el menor puntaje -1,0 punto y el mayor puntaje 13,0 puntos,
el 75% de los pacientes obtuvo 4,7 puntos o menos; el promedio de puntaje
diagndstico de los pacientes controles fue 1,0 £ 1,1 puntos, el menor puntaje -
1,0 punto y el mayor puntaje 5,0 puntos, el 75% de los pacientes obtuvo 2,0
puntos 0 menos; el promedio de puntaje diagndstico de los pacientes enfermos
(WD) fue 8,0 + 2,1 puntos, el menor puntaje 5,0 puntos y el mayor puntaje 13,0
puntos, el 75% de los pacientes obtuvo 9,0 puntos o menos. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al 5% entre estos dos promedios; es
decir, el promedio del puntaje diagndstico de los pacientes controles es menor
que el promedio del puntaje diagndstico de los pacientes enfermos (WD). (p =
<0,0001) (Figura 11 y Cuadro 9).

La prueba de Levene de homogeneidad de varianzas, resulta significativa
al 5% (p = 0,0007); es decir, no se cumple el supuesto de igualdad de varianzas;
entonces se utilizé la prueba robusta para igualdad de medias Welch Anova (p <
0,0001) que supone varianzas desiguales y confirma que los dos promedios son
diferentes estadisticamente.
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Figura 11: Costa Rica. Estadisticas descriptivas del puntaje diagnéstico de los pacientes con

enfermedad de Wilson, segin condiciéon. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015. (n = 140
pacientes).
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Cuadro 9: Costa Rica. Estadisticas descriptivas del puntaje diagnéstico de los pacientes con

enfermedad de Wilson, segun condicion. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 140

pacientes).

Condicio Desviacis 1 de C. a1 95% Pr“Feba IL’Z‘V";';:
on . 1C100 b cientes  Promedio eS\:lacmn Minimo Maximo Q1 Q2 Q3

paciente estandar

inferior superior V0T e
Total 140 2,7 33 -1,0 13,0 0,0 1,0 4,7
Control 106 1,0 1,1 -1,0 5,0 0,0 1,0 2,0 0,7 1,2
<0,0001  0,0007

WD 34 8,0 2,1 5,0 13,0 6,0 8,0 9,0 7,5 8,5

Se procedié a calcular la especificidad y sensibilidad de cada una de las
pruebas diagnosticas. Valores del puntaje diagndstico mayores o iguales a
cuatro puntos, son considerados como una prueba positiva, el complemento

prueba negativa.
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Cuadro 10: Costa Rica. Sensibilidad y especificidad del puntaje como prueba diagnéstica para
pacientes con WD. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 140 pacientes).

Puntaje diagnostico en relacién a la Verdadero Diagnéstico

condicion del paciente

Enfermo Sano
Positiva 34 3
Prueba Diagnostica
Negativa 0 103
Medidas Porcentaje I. de C. al 95%

Sensibilidad 100,0 89,8 100,0
Especificidad 97,2 92,0 99,0
Valor predictivo positivo 91,9 78,7 97,2
Valor predictivo negativo 100,0 96,3 100,0
Proporcion de falsos positivos 2,8 1,0 8,0
Proporcion de falsos negativos 0,0 0,0 10,2
Valor global de la prueba (Exactitud) 97,9 93,9 99,3

Se utilizaron las siguientes definiciones:

Sensibilidad: Es la probabilidad de tener un resultado en la prueba positivo
(anormal), dado que sé esta enfermo; es decir, clasifica a los verdaderos
enfermos.

Especificidad: Es la probabilidad de tener un resultado en la prueba negativo
(normal), dado que no esta enfermo; es decir, clasifica a los verdaderos sanos.

Valor predictivo positivo: Es la probabilidad de tener la enfermedad, dado que el
resultado de la prueba es positivo (anormal). Depende fundamentalmente de la
especificidad del test y de la prevalencia de la enfermedad en la poblacion
estudiada.

Valor predictivo negativo: Es la probabilidad de no tener la enfermedad, dado
que el resultado de la prueba es negativo (normal). Depende fundamentalmente
de la sensibilidad del test y de la prevalencia de la enfermedad en la poblacion
estudiada.

Valor global de la prueba: Es la probabilidad de que un individuo sea clasificado
correctamente por la prueba.
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El promedio de cobre sérico en tejido seco de los enfermos y controles
fue 6,5 £ 7,8 ymol/g, el menor valor de cobre sérico en tejido seco fue 0,0 umol/g
y el mayor valor de cobre sérico en tejido seco fue 33,7 pmol/g, el 75% de los
pacientes tuvo valores de cobre sérico en tejido seco 9,2 ymol/g o menos; el
promedio de cobre sérico en tejido seco de los pacientes controles fue 4,7 + 7,1
pmol/g, el menor valor de cobre sérico en tejido seco fue 0,0 umol/g y el mayor
valor 33,7 ymol/g, el 75% de los pacientes tuvo valores de cobre sérico en tejido
seco de 6,4 umol/g o menos; el promedio de cobre sérico en tejido seco de los
pacientes con enfermedad de Wilson (WD) fue 10,6 + 8,0 umol/g, el menor valor
de cobre sérico en tejido seco fue 2,1 umol/g y el mayor valor 25,3 umol/g, el
75% de los pacientes tuvo valores de cobre sérico en tejido seco de 14,8 ymol/g
0 menos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas al 5% entre
estos dos promedios; es decir, el promedio del cobre sérico en tejido seco de los
pacientes controles es menor que el promedio del cobre sérico en tejido seco de
los pacientes enfermos (WD). (p = <0,0344) (Figura 12 y Cuadro 11).

La prueba de Levene de homogeneidad de varianzas, resulta no
significativa al 5% (p = 0,2837); es decir, se cumple el supuesto de igualdad de
varianzas.

Figura 12: Costa Rica. Estadisticas descriptivas del peso seco de cobre en tejido hepatico (umol/g)
de los pacientes con enfermedad de Wilson y los controles. HNN. Enero del 2010 a diciembre del
2015 (n = 36 pacientes).
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Cuadro 11: Costa Rica. Estadisticas descriptivas del peso seco de cobre en tejido hepatico (umol/g)
de los pacientes con enfermedad de Wilson y los controles. HNN. Enero del 2010 a diciembre del
2015 (n = 36 pacientes).

ILdeC.al95%  Frucba Prueba

s s s F L
Con(.hcmn Pacientes Promedio Dess:nacnon Minimo Maximo Q1 Q2 Q3 evene
paciente estandar
ifl‘;::'li:)er sﬁlTrlit;r Valor de p
Total 36 6,5 7,8 0,0 33,7 1,1 3,8 9,2 P

Control 25 4,7 7,1 0,0 33,7 0,9 1,5 6,4 1,7 7,7

<0,0344  0,2837
WD 11 10,6 8,0 2,1 253 4,7 6,8 14,8 6,0 15,1

Se procedié a calcular la especificidad y sensiblidad del peso seco de
cobre en tejido hepatico. Valores del cobre sérico en tejido seco mayores o
iguales a 4,0 pmol/g, son considerados como una prueba positiva, el
complemento prueba negativa (Cuadro 12).

Cuadro 12: Costa Rica. Sensibilidad y especificidad del peso seco de cobre en tejido hepatico
prueba diagnéstica para pacientes con WD. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 140
pacientes).

Cobre sérico en tejido seco en relacién Verdadero Diagnéstico

a la condicion del paciente Enfermo Sano
Positiva 9 8
Prueba Diagnostica
Negativa 2 17
Medidas Porcentaje I. de C. al 95%

Sensibilidad 81,8 52,3 94,9
Especificidad 68,0 48.4 82,8
Valor predictivo positivo 52,9 31,0 73,8
Valor predictivo negativo 89,5 68,6 97,1
Proporcion de falsos positivos 32,0 17,2 51,6
Proporcion de falsos negativos 18,2 5,1 47,7
Valor global de la prueba (Exactitud) 72,2 56,0 84,2

El promedio de cobre urinario para tanto WD como controles fue 6,5 %
18,8 umol/24h, el menor valor de cobre urinario fue 0,0 ymol/24h y el mayor
valor de cobre urinario fue 162,1 umol/24h, el 75% de los pacientes tuvo valores
de cobre urinario 4,0 umol/24h o menos; el promedio de cobre urinario de los
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controles fue 2,4 + 9,2 micromol/24h, el menor valor de cobre urinario fue 0,0
pmol/24h y el mayor valor 57,0 umol/24h, el 75% de los controles tuvo valores
de cobre urinario de 0,8 umol/24h o menos; el promedio de cobre urinario de los
pacientes con enfermedad de Wilson (WD) fue 18,0 = 30,7 pmol/24h, el menor
valor de cobre urinario fue 0,6 pmol/24h y el mayor valor 162,1 pmol/24h, el 75%
de los pacientes tuvo valores de cobre urinario de 21,1 ymol/24h o menos. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al 5% entre estos dos
promedios; es decir, el promedio del cobre sérico en tejido seco de los pacientes
controles es menor que el promedio del cobre sérico en tejido seco de los
pacientes enfermos (WD). (p = <0,0344) (Figura 13 y Cuadro 13)

La prueba de Levene de homogeneidad de varianzas, resulta significativa
al 5% (p <0,0001); es decir, no se cumple el supuesto de igualdad de varianzas;
entonces se utilizé la prueba robusta para igualdad de medias Welch Anova (p <
0,0091) que supone varianzas desiguales y confirma que los dos promedios son
diferentes estadisticamente.

Figura 13: Costa Rica. Estadisticas descriptivas del cobre urinario (umol/24h) de los pacientes con
enfermedad de Wilson y controles. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 117 pacientes).
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Cuadro 13: Costa Rica. Estadisticas descriptivas del cobre urinario (micromol/24h) de los pacientes
con enfermedad de Wilson y controles. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 117

pacientes).
Condicié Desviacis I de C. al 95% Pr“Feba {?vlil:l:
on . ICI00 - b o cientes  Promedio ess:nacnon Minimo Maximo Q1 Q2 Q3
paciente estandar
iﬁ;::'li:)er sﬁlTrlit;r Valor de p

Total 117 6,5 18,8 0,0 162,1 0,0 0,6 4,0 P
Control 86 2,4 9,2 0,0 57,0 0,0 0,1 0,8 0,0 6,1

<0,0001  <0,0001
WD 31 18,0 30,7 0,6 162,1 3,0 7,8 21,1 11,7 242
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Valores del cobre urinario mayores o iguales a 1,28 pmol/24h, son
considerados como una prueba positiva, el complemento prueba negativa
(Cuadro 14).

Cuadro 14: Costa Rica. Sensibilidad y especificidad del cobre urinario como prueba diagnéstica
para pacientes con WD. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 140 pacientes).

Cobre urinario en relacién a la Verdadero Diagnéstico

condicion del paciente Enfermo Sano
Positiva 28 11
Prueba Diagnostica
Negativa 2 75
Medidas Porcentaje I. de C. al 95%

Sensibilidad 93,3 78,7 98,2
Especificidad 87,2 78,5 92,7
Valor predictivo positivo 71,8 56,2 83,5
Valor predictivo negativo 97,4 91,0 99.3
Proporcion de falsos positivos 12,8 7.3 21,5
Proporcion de falsos negativos 6,7 1,8 21,3
Valor global de la prueba (Exactitud) 88,8 81,8 93,3

En cuanto al analisis molecular se utilizaron diferentes estrategias
analiticas. Estas variaron ya que inicialmente se realizaba un panel de 4
mutaciones, posteriormente se expandié a 7 mutaciones y luego se incluyo la
capacidad de secuenciar todos los exones del gen ATP7B (Figura 14).

Figura 14: Diagnéstico genético segun estrategia analitica.
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Se tomaron variantes patolégicas en ambos alelos como positivos, es
decir, pacientes homocigotos y heterocigotos compuestos como una prueba
positiva. Los pacientes a quienes no se les detect6 ambos mutaciones, ya sean
heterocigotos o sin mutacién detectada son considerados como prueba negativa
(Cuadro 15).

Cuadro 15: Costa Rica. Sensibilidad y especificidad del analisis molecular como prueba diagnéstica
para pacientes con WD. HNN. Enero del 2010 a diciembre del 2015 (n = 140 pacientes).

Clase de mutacion en relacion a la Verdadero Diagnéstico

condicion del paciente Enfermo Sano
Positiva 27 0
Prueba Diagnostica
Negativa 7 106
Medidas Porcentaje I. de C. al 95%

Sensibilidad 79,4 63,2 89,7
Especificidad 100,0 96,5 100,0
Valor predictivo positivo 100,0 87,5 100,0
Valor predictivo negativo 93,8 87,8 97,0
Proporcion de falsos positivos 0,0 0,0 3,5
Proporcion de falsos negativos 20,6 10,3 36,8
Valor global de la prueba (Exactitud) 95,0 90,0 97,6

Cuadro 16: Costa Rica. Resumen de sensibilidad y especificidad para las cuatro pruebas
diagnésticas

Prueba Sensibilidad (1C%) Especificidad (1C%)
Puntaje diagnostico 4 100 (89.8 — 100.0) 97.2 (92.0-99.0)
Peso seco cobre tejido 4 81.8 (52.3-94.9) 68.9 (48.4 — 82.8)
hepatico (umol/g)
Cobre urinario (umol/24 1.32 93.3 (78.8-98.2) 87.2 (78.5-92.7)
horas)
Analisis molecular Heterocigoto 79.4 (63.2 —89.7) 100 (96.5 — 100.0)
compuesto 6
homocigoto
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Discusion y Conclusiones

CARACTERIZACION DE LA POBLACION

La poblacion costarricense con enfermedad de Wilson pediatrica consté
de un total de 34 pacientes. La edad promedio de presentacion 8.8 + 3.4 afios
fue menor a la reportada en estudios previos costarricenses (10 + 2.2 afios)(16).
La reduccién de la edad al diagndstico se atribuye al diagnéstico de pacientes
asintomaticos gracias al analisis molecular y al tamizaje en cascada de
pacientes subsecuentes familiares.

A pesar de que la edad promedio de hombres era un poco mayor a la de
las mujeres no hubo diferencia significativa lo cual es lo esperable al ser una
patologia autosémica recesiva que afecta a ambos sexos igualmente.

La prevalencia de la enfermedad para todo el pais en los anos que abarca
el estudio fue de 2,2 : 100,000, con la mayor prevalencia corregida por la
poblacion de cada provincia en San José de 3,9 : 100,000. El estudio pediatrico
costarricense anterior reportd un total de 35 pacientes en un periodo de 14 afios
(1992 hasta 2006). El periodo del presente estudio es de 14 afios (porque
incluye pacientes a quienes se les realizé diagndstico clinico previo al 2010 y
posteriormente se les realiz6 un analisis molecular), para un total de 34
pacientes, muy similar a los hallazgos anteriores(16). La prevalencia en la
muestra representativa pediatrica es menor a la reportada anteriormente en el
estudio de adultos probablemente por la historia natural de la enfermedad ya
que la edad de presentacion usual es entre los 5 — 35 afos(3). Es decir, hay
muchos pacientes que no se diagnostican en la edad pediatrica y se
diagnostican de adultos. Adicionalmente, existe la posibilidad que haya un sobre
diagndstico en adultos que tienen alteraciones de parametros bioquimicos pero
que son portadores y se manejan como enfermos.

Los pacientes eran en su mayoria de San José, del Valle Central, lo que
es congruente con la distribucién geografica que se habia reportado por los
estudios previos costarricenses(3).

La mayoria de los pacientes pediatricos tienen una presentacion hepatica,
como esta descrito en la literatura. En comparacion al estudio previo en la
poblacién pediatrica costarricense el porcentaje de pacientes con presentacion
hepatica disminuyd del un 69% a un 50% y el porcentaje de pacientes
asintomaticos aumenté de un 17% a un 47%. Unicamente se presenté un
paciente como una anemia hemolitica Coombs negativa (un 3%) comparado con
4 pacientes en el estudio previo. Ningun paciente tuvo presentacion neuroldgica
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en este estudio, cuando previamente se habia descrito 1 paciente. El estudio
previo en la poblacién pediatrica costarricense report6 6 fallecidos en un periodo
similar de tiempo, en este periodo fallecié unicamente 1 paciente. La caida en la
mortalidad es probablemente secundaria a un diagnéstico temprano en
pacientes asintomaticos gracias al diagnéstico molecular.

Las mutaciones halladas en la poblacion pediatrica con enfermedad de
Wilson fueron 4: p.N1270S, p.M645R, p.L708P, p.T1434M. La mutacion mas
frecuente fue la p.N1270S, todos los pacientes homocigotos presentaron esta
mutacion. De hecho el 58.8% de los pacientes eran homocigotos para la
mutacion p.N1270S y 75% de los pacientes presentaron por lo menos un cambio
para esta mutacion. La alta prevalencia de una unica mutacion aunado a la
distribucion geografica central son altamente sugestivas de un efecto fundador
en Costa Rica.

RELACION GENOTIPO-FENOTIPO (GENOTIPO VERSUS EDAD)

Se compararon genotipo contra edad de presentacion. La hipdtesis es
que los pacientes homocigotos se manifiestan con sintomas a una menor edad.
Se agruparon los genotipos en homocigotos, heterocigotos compuestos vy
heterocigotos y se compararon contra edad. Al mismo tiempo también se
agruparon en homocigotos y heterocigotos + heterocigotos compuestos. La
prueba del chi-cuadrado fue no significativa en ambos casos. Por lo que se
rechaza la hipétesis alterna. No hay relacién entre el genotipo y la edad de
presentacion.

A pesar de no haber hallazgos estadisticamente significativos, si hubo un
mayor numero de casos de pacientes homocigotos p.N1270S con presentacién
sintomatica. Adicionalmente, unicamente los pacientes homocigotos p.N1270S
fueron los que se presentaron con falla hepatica. Es posible que una muestra
mas grande podria dar resultados significativos apoyando la teoria que esta
variante patogénica es mas deletérea.

RELACION GENOTIPO-FENOTIPO (GENOTIPO VERSUS PRESENTACION
SINTOMATICA)

Se compararon genotipo contra la presencia o no de sintomas. La
hipotesis es que los pacientes homocigotos se manifiestan con sintomas mas
frecuentemente. Se agruparon los genotipos en homocigotos, heterocigotos
compuestos y heterocigotos y se compararon contra presencia de sintomas al
momento del diagndstico. Al mismo tiempo también se agruparon en
homocigotos y heterocigotos + heterocigotos compuestos. La prueba del chi-
cuadrado fue no significativa en ambos casos. Por lo que se rechaza la hipotesis
alterna. No hay relacién entre el genotipo y la manifestacion de sintomas.
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Se re-definid sintomatico e incluyeron pacientes que tenian elevacién de
transaminasas y en esta comparacion la hipétesis alterna se rechaza con un
valor de p = 0.059, mucho mas cercano a la significancia estadistica. Es decir,
se rechaza la hipétesis alterna.

Finalmente, también se compararon los genotipos contra el tipo de
presentacion clinica mas agresiva que es la falla hepatica. Todos los pacientes
con falla hepatica eran homocigotos para la mutaciéon p.N1270S. La prueba de
Chi-cuadrado de Pearson tuvo un resultado p = 0.177, no significativo.

Establecer una relacidon genotipo-fenotipo es sumamente retador porque
es intentar asociar dos variables que no se pueden aislar en los estudios en
humanos. El metabolismo del cobre es complejo y el daio que se produce en los
organos blanco por su acumulo es en gran parte por estrés oxidativo. Por lo
tanto, los estudios sobre la relacién genotipo-fenotipo se veran afectados por
idiosincrasias metabdlicas individuales como la capacidad de manejo del estrés
oxidativo.

Adicionalmente, existen hay factores modificadores de la enfermedad que
pueden afectar las manifestaciones clinicas. Por ejemplo, el consumo diario de
cobre, la capacidad de absorcion, otras proteinas reguladoras del metabolismo
de este metal, entre otros factores.

Aunque se rechazan la hipotesis alternas para establecer una relacion
entre el genotipo y el fenotipo es posible que con un mayor niumero de pacientes
si se pueda establecer una relacion. Apoyando la hipétesis que la mutacion
p.N1270S es mas deletérea, estando en un dominio con actividad ATPasa.

ESPECIFICIDAD Y SENSIBLIDAD

Se evaluaron la sensibilidad y la especificad del peso seco de cobre en
tejido hepatico, del cobre urinario, del puntaje diagnéstico y del analisis
molecular.

Para las 3 pruebas: puntaje diagndstico, cobre urinario y peso seco de
cobre hubo una diferencia estadisticamente significativa comparando los
promedios entre los grupos controles y enfermos. Lo que se interpreta como que
son pruebas utiles para el diagnéstico.

El puntaje diagnédstico es la prueba mas sensible para el diagndstico de
pacientes con enfermedad de Wilson. El puntaje abarca tanto historia clinica,
examen fisico, parametros bioquimicos y analisis molecular, en ese sentido es
esperable que tenga un alto valor global (exactitud) porque es una forma muy
integral de evaluar al paciente.
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El estandar de oro para el diagnéstico de la enfermedad de Wilson es el
peso seco de cobre en tejido hepatico, usualmente reportado con sensibilidades
del alrededor del 95%. La sensibilidad calculada para esta prueba fue del 81.8%
menor a lo reportado en la literatura. Es posible que la menor sensibilidad se
deba al diagndstico en un grupo de pacientes que es pediatrico donde no hay un
acumulo de cobre a niveles tan altos como el estandarizado para adultos.

En cuanto al cobre urinario, se obtuvo una mayor sensibilidad (del 93%)
en comparacion a lo reportado por la literatura (alrededor del 80%). Este valor se
debe interpretar con cautela ya que en algunos pacientes se tuvo que
seleccionar uno de multiples cobres urinarios realizados a través del proceso de
evaluacion clinica. Se intenté tomar el primer valor en la mayoria de los casos.
Sin embargo, en varios pacientes controles con multiples cobres urinarios se
observdé que habian muestras con valores elevados que al repetirse eran
indetectables, se tomaron muestras representativas para ese pacientes. Es
decir, es posible que el cobre urinario tenga una menor sensibilidad que la
reportada. Ademas, es una muestra que técnicamente es dificil de recolectar. En
ocasiones tampoco era completamente claro si una dada muestra de cobre
urinario era o no la prueba de reto con D-penicilamina por no contar con el
expediente completo.

Se obtuvo una menor sensibilidad para el analisis molecular (de alrededor
del 79% versus un 90% reportado en la literatura). Se atribuye esta menor
sensibilidad al hecho que inicialmente se realizaba en Costa Rica unicamente un
panel que incluia las 4 mutaciones mas frecuentes. En esta muestra de
pacientes hay 6 pacientes heterocigotos a quienes unicamente se les realiz6 el
panel para estas 4 mutaciones. Estos pacientes con clinica compatible para
enfermedad de Wilson serian candidatos para la secuenciacion del gen. Con la
secuenciacion se podria detectar la otra mutacidbn y esto mejoraria la
sensibilidad de la prueba. Otro limitante que puede afectar la sensibilidad de la
prueba es que la técnica analitica utilizada en este centro secuenciaciéon por el
método de Sanger por lo que no se logran detectar deleciones grandes o
duplicaciones.

Por el tipo de poblacion que existe en Costa Rica, el panel de 8 exones
que es el que se realiza actualmente a los nifos enviados para analisis
molecular tiene un alto poder diagndstico ya que se detectan la gran mayoria de
ninos unicamente con ese panel (alrededor del 80%). Ademas, unicamente se
han logrado documentar estas 4 mutaciones las cuales estan incluidas en el
panel de 8 exones.

El diagnéstico de la enfermedad de Wilson se debe realizar de forma
ordenada, en pasos iniciando por la historia clinica, examen fisico, pruebas
bioquimicas y finalmente analisis molecular. Realizar el analisis molecular de
forma simultanea al inicio de la evaluacibn es sumamente importante en
pacientes que se presenten con falla hepatica aguda, en quienes habra
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alteracion de los parametros bioquimicos y donde un diagnéstico expedito puede
ayudar a tomar decisiones del manejo del paciente y/o tener repercusiones para
efecto de consejeria genética en familiares afectados en casos de fallecimientos.
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Limitaciones y sesgos del estudio

Las limitaciones de este estudio muchas son propias de los estudios
retrospectivos observacionales. Hubo expedientes incompletos para algunos de
los pacientes. Algunos pacientes con WD no tenian datos de un arbol
genealodgico. Del total de pacientes referidos al Centro Nacional para la
Prevencion de Discapacidades no todos tenian anotado en el expediente si se
habian referido o no por antecedentes heredofamiliares de enfermedad de
Wilson o detallaban cual familiar 6 pariente de qué grado era el que estaba
afectado.

Para algunos casos especificos hubo factores de confusién.
Especificamente dos pacientes quienes tenian un diagndstico claro de otra
enfermedad genética quienes tenian falsamente elevado valores bioquimicos
como cobre en tejido hepatico y cobre urinario. Estos dos pacientes tenian una
hemocromatosis y el otro una distrofia muscular. Para ambos, la elevacién de
estos parametros bioquimicos generaba un puntaje diagnéstico mayor a 4, sin
embargo, clinicamente no tenian enfermedad de Wilson ya que por ejemplo, no
tenian ceruloplasminas bajas y no se documentaron mutaciones para ellos.

Otra limitante del estudio fue la variacion en la metodologia de
cuantificacion de la ceruloplasmina. Inicialmente, este parametro bioquimico se
cuantificaba en el Hospital San Juan de Dios mediante su actividad de oxidasa.
Posteriormente se comenzd a utilizar una prueba colorimétrica cuantificando
anticuerpos contra esta proteina. No existe una forma de relacionar la
cuantificacion de una metodologia con la otra y por lo tanto al no tener
suficientes muestras para un valor no se pudo tomar la ceruloplasmina como
prueba diagndstica en nuestro analisis.

Un posible sesgo y/o limitante del estudio fue el tamano de la poblacion
que fungié como una muestra aleatoria representativa por el comportamiento
natural de la enfermedad. Es decir, por un lado es posible que con un mayor
numero de pacientes se demuestre con mayor poder que si existe relacion entre
el genotipo (homocigotos) y la manifestacion de sintomas o el debut de la
enfermedad como falla hepatica aguda.

Como ultimo punto de limitante es que la presentacién clinica de la
enfermedad de Wilson se da entre los 5 — 35 afos. Es decir, en la poblacion
pediatrica tenemos un subregistro de la enfermedad porque hay pacientes que
no tienen antecedentes heredofamiliares y no han tenido sintomas clinico en la
nifiez.
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Recomendaciones

La primera recomendacién es que a cada paciente se le realice una
evaluacion completa metodoldgica que incluya historia clinica con antecedentes
heredofamiliares. Esta evaluacién debe ser en pasos, protocolaria e incluir los
parametros bioquimicos que se evaluan como parte del puntaje diagndstico de la
EASL.

La segunda recomendacioén es que si los pacientes no tiene datos clinicos
ni parametros bioquimicos, ni sintomatologia sospechosa y unicamente tienen
antecedentes heredofamiliares de enfermedad de Wilson entonces el andlisis
molecular se debe realizar unicamente cuando sean parientes en primer grado
de un afectado. Si los antecedentes son de mas de primer grado y no hay
historia de consanguinidad entonces la posibilidad es que sean portadores. No
es ético realizar estudios de portadores en menores de edad.

Como tercera recomendaciones seria ideal poder retomar este grupo de
pacientes mas adelante 6 realizar un estudio de un cohorte prospectivo para
tener mas casos y aumentar la muestra. De esta forma se podrian continuar
analisis de si existe o no una relacion entre el genotipo y el fenotipo y si la
mutacion p.N1270S es mas deletérea. Ildealmente, se podrian hacer estudios
funcionales para valorar en qué grado afecta la capacidad de unién de la
ceruloplasmina al cobre y de excrecidén de cobre por las vias biliares.

La ultima recomendacion es que se complemente este estudio para
caracterizar a la poblacién y de analisis de mutaciones con la poblacién adulta.
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Anexos

ANEXO 1 Criterios diagndsticos clinicos/bioquimicos de la enfermedad de
Wilson. Punteo desarrollado en la 8tva Reunidén Internacional de la Enfermedad
de Wilson, Leipzig, 2012.

Signos y sintomas clinicos tipicos Otros examenes

Anillo Kayser-Fleischer Cobre seco en higado (en ausencia de colestasis)
Presente 2 >5x sobre limite superior normal (>4 umol/g) 2
Ausente 0 0.8-4 umol/g 1

Normal (<0.8umol/g) -1
Granulos de rhodanina positivos 1

Sintomas neuroldgicos Cobre urinario (en ausencia de hepatitis aguda)

Severos 2 Normal 0
Leves 1 1-2x sobre limites superior normal 1
Ausentes 0 >2x sobre limite superior normal 2

Normal, pero >5x con D-penicilamina 2

Ceruloplasmina sérica Analisis de mutaciones
Normal (>0.2g/L) O En ambos cromosomas 2
0.1-0.2 g/L 1 En 1 cromosoma 1
<0.1g/L 2 No se detectaron mutaciones 0

Anemia hemolitica Coombs-negativa
Presente 1
Ausente 0

PUNTAJE TOTAL Evaluacion:
>4 Diagndstico establecido
3 Diagndstico posible, se necesitan mas examenes
<2 Diagndstico muy improbable

Fereneci, P. EASL. Clinical Practice Guidelines: Wilson’s Disease. Journal of
Hepatology. 2012. Vol 56 j: 671-685.
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ANEXO 2 Hoja recoleccion de datos

Caracterizacion clinica, epidemiologica y genética de los pacientes pediatricos
con Enfermedad de Wilson en el Hospital Nacional de Nifos de Costa Rica
(CCSS) del 2010 al 2015.

Investigador: Ménica Pendn Portmann, Cod. 12351

Subinvestigadores: Dra. Gabriela Jiménez Arguedas Cdéd. 5930, Dr. Alfredo
Mora Guevara Céd. 3473, Dra. Mildred Jiménez Hernandez Céd. MQC 1331, Dr.
Ramsés Badilla Porras Cod. 7213, Dr. Manuel Saborio Rocafort Céd. 2641, Dra.
Stephanie Lotz Céd. 11023

Recoleccion de datos por:

Criterios inclusién:

Rango de edad: 0 -18 afios al momento del diagndstico

Género: no existe restriccion en el enrolamiento de participantes que se base en
el género del paciente.

Etnia: no existe restriccion en el enrolamiento de participantes que se base en la
etnia del paciente.

Inclusién de clases especiales o participantes vulnerables: nifios (menores de
edad). No existe restriccion en el enrolamiento de participantes pertenecientes a
otras clases especiales o pacientes vulnerables; en caso de su presencia, como
es el caso de la poblacion pediatrica, se tomaran las medidas pertinentes segun
dictamina la legislacion vigente.

Pruebas de laboratorio y Gabinete: En el presente estudio de revisidon
retrospectiva de registros médicos de los pacientes pediatricos costarricenses
con enfermedad de Wilson del Hospital Nacional de Nifios de Costa Rica en el
periodo de tiempo establecido, no se contempla la realizacién de pruebas de
laboratorio ni de gabinete.

Otros: Pacientes pediatricos costarricenses con diagndstico clinico de
enfermedad de Wilson, segun los criterios 8tva Reunién Internacional de la
Enfermedad de Wilson realizada en Leipzig, 2001; y con cribado genético
previamente realizado en dicho centro. Esto con la finalidad de identificar las
mutaciones mas frecuentes en la poblacion costarricense.

Criterios de exclusion:
Pacientes cuyo expediente esté incompleto o incluya menos del 60% de las
variables a evaluar.

Fecha recoleccion de datos:

Hoja adaptada para Epi-data

50



Consecutivo (identificacién paciente para estudio):
Fecha de nacimiento:  Dia / Mes/Ano

Edad: _ meses

Sexo:

PO~

1.Masc__ 0. Fem___
Provincia de residencia:
1. San José
. Alajuela
Cartago
Heredia
Puntarenas
Guanacaste
Limon

g

NoOORWON

Cantén:
Distrito:
Fecha de diagnéstico: Dia / Mes/Afo:
Edad al momento del diagnéstico: Calculada en meses
0 Laboratorios al momento de presentacion:
AST
ALT
GGT
FA
Bilis: Totales___, directa , indirecta
Albumina
Tiempos coagulacion: TP , TPT , INR
Hemoglobina
RDW %
Coombs: 1. Positivo___, 2. negativo__
Anemia hemolitica: 1.Si___ ,2. No____
Retis: %
. Hemoglobina reticulocitaria:
Leucos
Plaquetas
Ceruloplasmina sérica
Cupruria 24 horas
Anillo Kayser-Fleischer1.Si_ ,2.No__
Biopsia hepatica: 1. Si (si si, entonces seleccionar i, ii, iii, iv, v), 2.
no
i. Fibrosis:
ii. Esteatosis:
iii. Hepatitis cronica/activa:
iv. Ofro:
v. No se reallzo
t. # biopsia:
u. Autopsia: 1.Si__ , 2. No . Si si: Numero:

—‘@.0°.\‘.®

POV OSITATTSQNOAODTE
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V.

Cobre sérico en tejido seco: valor
i. >5x sobre limite superior normal (>4umol/g)
i. 0.8-4pumol/lg
iii. Normal (<0.8umol/g)
iv. Granulos de rhodanina positivos

11.Forma presentacién de la enfermedad:

a. Asintomatico
b. Afeccion hepatica_
i. Asintomatico
ii. Fallo hepatico fulminante
iii. Hepatitisaguda_
iv. Hepatitis crénica__
c. Sintomas neuropsiquiatricos:
i. Psicosis
ii. Demencia_____
iii. Encefalopatico
iv. Otro_
12.Sintomas neuroldgicos: 1. Severo , 2. Leve  , 3. Ausentes
13.Condicion actual del paciente: 1 Vivo_ |, 2. Fallecido_
i. Causa de muerte: relacionada con Wilson: 1. Si__ | 2.
No  ,3.Indeterminado__

14.Puntaje para diagnéstico: # (suma de a-g) 1. >4 puntos diagnostico
establecido, 2. 3 puntos diagnéstico posible (se necesitan mas estudios),
3. <=2 puntos (diagndstico muy poco probable)

a.
b.

C.

KF: 1. Si (2 puntos), 2. No (0 puntos)

Sintomas neurolégicos: 1. Severo (2puntos), 2. Leve (1 punto), 3.
Ausentes (0 puntos)

Ceruloplasmina sérica: 1. Normal (>0.2g/L; 0 puntos), 2. 0.1-0.2g/L
(1 punto), 3. <0.1g/L (2puntos)

Anemia hemolitica Coombs negativa): 1. Presente (1 punto), 2.
Ausente (Opuntos)

Peso seco de cobre en higado (en ausencia colestasis): 1. >5X el
limite superior; >4pmol/g (2 puntos), 2. 0.8-4umol/g (1 punto), 3.
Normal; <0.8umol/g (-1punto), 4. Granulos de rhodanina positivos
(1 punto)

Cobre urinario (en la ausencia de hepatitis aguda): 1. Normal
(Opuntos), 2. 1-2X el limite superior (1 punto), 3. >2X el limite
superior (2puntos), 4. Normal pero >5X después de iniciar la D-
penicilamina (2 puntos)

15.Analisis molecular: Analisis mutaciones: 1. En 1 cromosoma (1

punto) , 2. En ambos cromosomas (4 puntos) , 3. No se
detectaron mutaciones (0 puntos) .

16.Mutacion documentada: 1. heterocigoto compuesto 2.
homocigoto

17. Tratamiento actual:

a.

D-penilcilamina (dosis/kg) ___, tiempo en tratamiento (meses)
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Sales de Zinc (dosis/kg)
Transplante:
Plasmaféresis

e. Otro
18.Tiempo en tratamiento hasta normalizacion de transaminasas:
19.AHF enfermedad Wilson: a. Si __ (Si, si arbol genealdgico), b. No

coo
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