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Capitolo |

Introduzione

I.I La malattia di Wilson

La malattia di Wilson (MW), anche conosciuta come “degenerazione progressiva
epatolenticolare” fu descritta per la prima volta nel 1912 dal neurologo americano
Kinnear Wilson.(1) E un disordine genetico trasmesso con modalitd autosomica
recessiva e caratterizzato dall’eccessivo accumulo di rame in vari organi e apparati,
principalmente fegato, sistema nervoso centrale e occhio.(2, 3) La prevalenza mondiale
della malattia di Wilson e di circa 1 su 30.000 nati vivi;(4) in Italia, la maggiore
incidenza del morbo di Wilson € riscontrata in Sardegna (1: 3000-8700).(4, 5)

Il gene responsabile della malattia di Wilson € localizzato sul cromosoma 13, nella
regione 13914-13g21, e codifica per la proteina ATP7B.(6, 7) Essa € una proteina di
membrana espressa primariamente nel fegato, il cui ruolo e quello di regolare il trasporto
del rame ed in particolare favorire la fuoriuscita del metallo dalle cellule.(8) Il rame
introdotto con la dieta & generalmente in eccesso rispetto al fabbisogno giornaliero ed il
suo metabolismo ¢ regolato in gran parte dall’aumento dell’escrezione in condizioni di
accumulo.(9) Esso viene assorbito principalmente a livello del duodeno e del tenue
prossimale; a livello dell’enterocita il rame ¢ legato alla metallotioneine e viene perso
con la desquamazione dell’epitelio intestinale con il conseguente “blocco mucosale”
dell’assorbimento. L’escrezione dall’organismo del 98% del rame avviene a carico del
sistema biliare.(10) L’ATP7B ha due principali funzioni: mediare il trasporto del rame
nel Trans-Golgi per la sintesi della ceruloplasmina ed esportare il rame dalla cellula.(11,
12) Sono state descritte pit di 250 mutazioni del gene ATP7B che determinano: alterata
funzione dell’ATPasi di trasporto del rame; alterata localizzazione dell’ATP7B
nell’epatocita; inibizione delle modifiche post-trascrizionali dell’ATP7B; interferenza
con I meccanismi di interazione proteina-proteina.(10) Il deficit di escrezione del rame
nella bile e la mancata incorporazione del metallo nell’apoceruloplasmina causano
mancata formazione della ceruloplasmina funzionale. Data la ridotta emivita
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dell’apoceruloplasmina, nella maggioranza dei pazienti con MW i livelli sierici di
ceruloplasmina sono ridotti, rappresentando questo un test di primo livello per la
diagnosi di MW come descritto per la prima volta da Schienberg e Gitlin nel 1952.(13,
14) L’ipoceruloplasminemia determina di conseguenza bassi livelli di cupremia ed
elevata cupruria per ’aumentata escrezione nelle urine della frazione libera del metallo.
La compromissione della normale escrezione del rame epatico da luogo ad un accumulo
di tale metallo in diversi organi e apparati tra cui fegato, encefalo, cornea, reni,
scheletro.(2) La presentazione clinica della malattia & molto varia con un quadro clinico
frequentemente aspecifico ed eterogeneo.(15) Da cio deriva la necessita di mantenere
un alto indice di sospetto cosi da formulare diagnosi precoci ed iniziare un tempestivo
trattamento utile ad impedire I’inevitabile progressione della malattia.(16) La prognosi
della MW e dunque fortemente dipendente da una diagnosi precoce e da un trattamento
adeguato che consentono una sopravvivenza sostanzialmente sovrapponibile a quella
della popolazione generale.(16-20)

In merito al trattamento farmacologico, attualmente due classi di farmaci sono
disponibili in commercio: i chelanti orali del rame ed i sali di zinco. Il trattamento deve
essere proseguito per tutta la vita; in caso di sospensione prolungata segue

inevitabilmente la progressione di malattia fino all’exitus.(16)

I.1l Manifestazioni cliniche differenziate per eta
Le manifestazioni cliniche della MW sono estremamente variabili: epatopatia cronica o
insufficienza epatica acuta, neuropatia, patologia psichiatrica, anemia emolitica Coombs
negativa, nefropatia, alterazioni oculari ed altre.(21-34) L’eta di esordio delle
manifestazioni puo essere molto varia, sebbene nella maggior parte dei casi la malattia
si presenti tra i 3 e i 35 anni.(17) In eta pediatrica la sintomatologia caratteristica
d'esordio e quella epatica.(35) L’epatopatia pud manifestarsi con molteplici quadri
clinici: dall’ipertransaminasemia e/o epatomegalia isolata, con possibile steatosi
all’esame ecografico, a quadri di epatite acuta itterica simulanti epatiti virali acute o
indistinguibili dall’epatite autoimmune, a quadri di epatite fulminante, alla cirrosi con
variabile grado di insufficienza epatocellulare accompagnata da segni come

splenomegalia o complicanze secondarie allo sviluppo di ipertensione portale quali
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emorragie digestive ed ascite. In Italia ¢ alta la percentuale dei casi riferiti per
ipertransaminasemia isolata e tale fenomeno € spiegato dal fatto che la valutazione
biochimica delle transaminasi viene praticata durante esami effettuati nel corso di
controlli di routine, prima di interventi chirurgici minori e nella gestione di bambini con
sintomi aspecifici.(36, 37)

La malattia psichiatrica ¢ pit comunemente presente a partire dall’eta adolescenziale,
mentre quella neurologica negli adulti.(18) Le manifestazioni neurologiche della MW
sono molto rare prima dei 10 anni, presentandosi tipicamente durante 1’adolescenza e
nella terza decade di vita, talvolta precedute da sintomi psichiatrici. Non sempre la
malattia di fegato & clinicamente evidente nei pazienti con MW ad esordio
neurologico.(38, 39) | sintomi neurologici/psichiatrici di maggior riscontro nella pratica
clinica sono: cambiamenti di personalita, deterioramento del rendimento scolastico,
irritabilita, psicosi, depressione, ansia, alterazioni del comportamento, incoordinazione
motoria, alterazioni della scrittura (micrografia), tremore a riposo ed intenzionale, prima
unilaterale poi generalizzato, disartria, disfagia, facies amimica, eccessiva salivazione,
rigidita, disautonomia, disturbi intestinali.(2, 17) Sintomi neurologici meno comuni
sono: convulsioni, sintomi piramidali, incontinenza urinaria, mioclonie.(40) | quadri di
presentazione neurologici sono stati classificati in 3 sottogruppi che correlano i sintomi
neuropsichiatrici alla RMN encefalo:(40)

a) pseudoparkinsonismo: include pazienti con bradicinesia, alterazioni cognitive,
disturbi dell’umore e correla con dilatazione del terzo ventricolo;

b) pseudosclerosi: include pazienti con atassia e tremori ed e caratterizzata da lesioni
focali del talamo;

c) discinesia: include pazienti con discinesia, disartria e disturbi della personalita e
correla con lesioni focali nel putamen e nel globo pallido.

Si stima che la percentuale di pazienti con esordio epatico versus neurologico é
rispettivamente dell’83% vs 17% prima dei 10 anni, 52% vs 48% tra i 10 e i 18 anni,
24% vs 75% dopo i 18 anni.(41)

I.111 Aspetti diagnostici



La diagnosi precoce della MW é di fondamentale importanza ai fini della prognosi.
Infatti, il trattamento, se iniziato precocemente, impedisce I’insorgenza di lesioni gravi
ed irreversibili legate all’accumulo di rame nei vari organi. Linee guida americane,
europee ed indiane sono disponibili per indirizzare il clinico sul giusto approccio
diagnostico e terapeutico nella MW.(17, 42, 43) Nel 2018 ¢ stato pubblicato anche un
position paper sulla MW di eta pediatrica.(44) Del 2022 sono invece le linee guida
britanniche e una guidance americana sull’approccio multidisciplinare alla patologia, la
gestione diagnostica e terapeutica, e soprattutto sul monitoraggio dei pazienti nel corso
del follow-up.(21, 45)

Per fare diagnosi di malattia di Wilson ¢ importante mantenere alto 1’indice di sospetto
e combinare I’esito di piu segni, sintomi e test diagnostici quali, in particolare, la
ceruloplasmina sierica e la cupruria valutata nelle 24 ore. La conferma diagnostica & poi
data dalla concentrazione del rame epatico aumentata o dal riscontro di una mutazione
in omozigosi 0 due mutazioni in eterozigosi composta del gene ATP7B. Per agevolare
la formulazione della diagnosi, nel 2003 Ferenci et al. hanno proposto uno score
(Tabella 1) che si compone di elementi clinici, biochimici, istologici e genetici.(46) Un
punteggio superiore a 4 consente di porre diagnosi di morbo di Wilson; se compreso tra
2 e 3 lamalattia € probabile, ma il paziente deve essere ulteriormente indagato; se, infine,
il punteggio finale € 1 o 0 la diagnosi e improbabile. Lo score ¢ stato validato in una
popolazione pediatrica da Dhawan nel 2005. Questo studio retrospettivo ha
documentato una sensibilita dello score pari al 98.14%, una specificita del 96.59%, un
valore predittivo positivo di 94.64% e un valore predittivo negativo di 98.83% nei
bambini affetti da malattia di Wilson.(47) Considerata la possibilita di falsi positivi, in
particolare in pazienti con epatite autoimmune, lo score va comungue adoperato da
clinici esperti nella formulazione della diagnosi e nella gestione terapeutica della
patologia. Questo anche perché alcune delle manifestazioni cliniche incluse nello stesso
possono non essere esclusive della MW. Basti pensare all’anello di Kayser-Fleischer,
solitamente pit comune negli adulti e nei pazienti ad esordio neurologico, che sebbene
fortemente sospetto per MW, puo’ talvolta essere presente anche in caso di epatopatie
colestatiche di diversa natura.(16, 21) Ancor meno affidabile & 1’applicazione dello score

in pazienti con epatite fulminante a causa dei ridotti livelli di ceruloplasmina per
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I’insufficienza protidosintetica epatica e degli elevati valori di cupruria per la marcata
citolisi. In questo caso, la MW va sospettata se ¢’¢ una dissociazione tra i bassi valori
della fosfatasi alcalina e quelli elevati della bilirubina totale. Nei pazienti pediatrici con
epatite fulminante infatti, la diagnosi puo’ essere suggerita dal rapporto fosfatasi
alcalina/bilirubina totale inferiore a 4 e un rapporto AST/ALT >2.2.(48)

Tabella 1. Score diagnostico per malattia di Wilson (modificato da Ferenci et al. 2003).(46)

Sistema a punti per la diagnosi di morbo di Wilson

Punti
Anello di Kaiser-Fleischer
Presente 2
Assente 0
Coinvolgimento neurologico o pattern tipico alla RMN dell’encefalo
Severo 2
Moderato 1
Assente 0
Anemia emolitica Coombs negativa
Presente 1
Assente 0
Cupruria (in assenza di epatite acuta)
Normale 0
1-2x ULN* 1
>2x ULN 2
Normale, ma >5x ULN dopo carico di penicillamina 2
Determinazione quantitativa del rame epatico (in assenza di colestasi)
Normale -1
<5x ULN 1
>5x ULN 2
Epatociti positivi al test di colorazione con rodanina**
Presenti 1
Assenti 0
Ceruloplasmina sierica
Normale 0
10-20 mg/dI 1
<10 mg/dI 2
Analisi molecolare
Mutazioni su entrambi i cromosomi 4
Mutazione su un solo cromosoma 1
Nessuna mutazione 0




INTERPRETAZIONE DELLO SCORE:

>4 = affetto da malattia di Wilson.

2-3 = malattia di Wilson probabile, sono richiesti ulteriori approfondimenti.
0-1 = malattia di Wilson improbabile.

*ULN = Limite superiore della norma

** Test da eseguire solo se la misurazione del rame epatico non é disponibile

La MW deve essere sospettata e ricercata in bambini di eta superiore ad 1 anno che
presentino segni di epatopatia quali che siano da un aumento asintomatico delle
transaminasi a cirrosi con epatosplenomegalia e ascite o insufficienza epatica acuta, in
ogni paziente con malattia epatica inspiegabile in combinazione con disturbi neurologici
0 neuropsichiatrici ed in qualsiasi adolescente con disturbi cognitivi, psichiatrici o del
movimento inspiegabili. Inoltre, tutti i parenti di primo grado dei pazienti affetti
dovrebbero essere indagati per la MW.(44)

L’ ipertransaminasemia € spesso la prima alterazione della malattia di Wilson, sia come
ipertransaminasemia isolata, sia associata alla presenza di epatomegalia, sebbene possa
essere assente in caso di diagnosi molto precoce. Il grado di elevazione delle
transaminasi potrebbe comungue non riflettere il grado di severita della malattia epatica
e tanto meno quello della malattia neurologica, qualora presente.(43)

Sicuramente utile per la diagnosi e primo test diagnostico da effettuare nel sospetto di
MW é il dosaggio della ceruloplasmina sierica, proteina di 132 KDa sintetizzata
principalmente nel fegato, solitamente ridotta nei pazienti affetti da MW a causa della
breve emivita dell’apoceruloplasmina. Sebbene valori inferiori a 10 mg/dl siano
considerati diagnostici, gia valori <20 mg/dl sono da considerarsi fortemente sospetti
per la MW in presenza di segni e sintomi associati.(44) Bisogna tenere presente che fino
al 20% dei pazienti, adulti e bambini, presenta valori di ceruloplasmina normali e che il
20% dei soggetti eterozigoti per mutazioni di ATP7B possono presentare
ipoceruloplasminemia.(17) La ceruloplasmina puo’ poi essere falsamente normale in
pazienti con epatite cronica istologicamente attiva da MW o ridotta a causa di altre
patologie quali ipoceruloplasminemia familiare, protidodispersione enterica o renale,
difetti congeniti della glicosilazione delle proteine.(2, 21, 49) 1 livelli della
ceruloplasmina sono fisiologicamente molto bassi nel lattante, con un picco nella prima
infanzia (approssimativamente intorno ai valori di 30-50 mg/dL) e successivamente

raggiungono un plateau intorno ai valori normali dell’adulto.(50)
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Recentemente ¢ stata valutata 1’accuratezza diagnostica della ceruloplasmina
considerando tre distinti cut-off: <20 mg/dl; <14 mg/dl; <10 mg/dl. Da questa analisi &
emerso che un cut-off di 14 mg/dl consentirebbe un’accuratezza diagnostica ottimale
raggiungendo un valore predittivo positivo del 100% e un valore predittivo negativo del
97.1%.(51)

Altro parametro attenzionato come test diagnostico e per il monitoraggio del paziente
con MW ¢é la frazione libera del rame. La sua stima si effettua mediante la formula
“cupremia totale in pg/dL — (ceruloplasmina in mg/dL x 3)”.(17) Tuttavia, esso non ¢
ancora utilizzato di routine universalmente nella pratica clinica. Nel secondo capitolo di
questo elaborato di tesi ne descriveremo in modo piu dettagliato le criticita.

La cupruria basale delle 24 ore € un altro parametro utile per la diagnosi di MW. 1l rame
urinario riflette la quota del rame libero (non legato alla ceruloplasmina) circolante nel
plasma. Diversi studi hanno contribuito negli anni a definire il cut-off a 100 pg/24 ore
negli adulti sintomatici e 40 pg/24 ore nei bambini.(16, 25, 52, 53)

Il solo dato di cupruria elevata non e diagnostico; infatti, valori superiori a 100 pg/die
possono essere riscontrati, oltre che nella MW, anche in condizioni di epatopatia
croniche severe, in particolare I’epatite autoimmune.(2, 54) | soggetti eterozigoti
possono avere valori intermedi di cupruria (tra 40 e 100 pg/24h).

La cupruria delle 24 ore dopo carico di D-penicillamina, in passato utilizzata come
valido test diagnostico, ad oggi ha perso parte della sua importanza.(43, 52, 55, 56)

La determinazione quantitativa del rame epatico rimane una delle metodiche piu
accurate per la diagnosi. Una concentrazione di rame a livello epatico superiore a 250
Hg/g di peso secco (v. n. <50 pg/g di peso secco) é altamente indicativa della malattia
di Wilson.(17) La concentrazione del rame epatico negli eterozigoti, sebbene
frequentemente supera i valori normali, non eccede in genere i 250 pg/g. Raramente e
possibile avere falsi negativi (ad esempio: nelle fasi avanzate della malattia quando la
distribuzione epatica del rame e disomogenea, in caso di eccessiva steatosi o fibrosi, per
errato campionamento) o falsi positivi (epatopatie colestatiche di diversa natura).
Nonostante la sua ridotta accuratezza, la colorazione istochimica con la rodanina per
evidenziare la presenza di rame nel fegato € ancora considerata tra i criteri diagnostici

per la malattia di Wilson sebbene abbia scarsa attendibilita.
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Le anomalie ultrastrutturali precoci, rilevabili con le tecniche di microscopia
elettronica, sono evidenziabili a livello del mitocondrio, i cui cambiamenti sono
sufficientemente specifici da assumere un valore diagnostico nella malattia di Wilson
sebbene non utilizzati.(57, 58) Le alterazioni del mitocondrio scompaiono in seguito alla
terapia con penicillamina.(59) Spesso si riscontra aumento del numero di lipolisosomi;
occasionalmente viene riscontrata iperplasia delle cellule del Kupffer.(60)

La valutazione del tasso di incorporazione degli isotopi del rame nella ceruloplasmina
non e un test praticato di routine.(61)

In merito all’analisi genetica dell’ATP7B, molte mutazioni sono state descritte e la piu
frequente nel mondo sembra essere la H1069Q.(62) Alcune mutazioni specifiche sono
pill comuni in determinati gruppi etnici; tuttavia, pitu della meta delle mutazioni sono
molto rare nella popolazione generale. Tale elevato grado di eterogeneita suggerisce che
la maggior parte degli individui affetti sono doppi eterozigoti.(63)

L’analisi molecolare ¢ ormai considerato il “gold standard” in eta pediatrica per la
conferma diagnostica ed é frequentemente utilizzata nei pazienti con diagnosi certa di
malattia di Wilson al fine di indagare i familiari consanguinei e di identificare tra di essi
gli eventuali presintomatici.(44) L’analisi dell’aplotipo risulta particolarmente utile per
lo screening dei parenti di primo grado di pazienti affetti dalla malattia di Wilson, in cui
I marker microsatelliti sono informativi.(64) In Sardegna, dove la malattia di Wilson ha
un’incidenza di 1 su 3000 nati vivi, ’aplotipo piu comune riscontrato e costituito da una
delezione di 15-nucleotidi a carico della regione promoter.(5) L’analisi dell’aplotipo ha,
inoltre, avuto un ruolo indispensabile anche nell’identificazione di nuove mutazioni.(65)
Se e noto che gli omozigoti per la mutazione H1069Q presentino un esordio piu tardivo
con una malattia principalmente neurologica, nessuna correlazione genotipo-fenotipo
stata dimostrata rispetto all’eta alla diagnosi e al tipo d’esordio della MW in eta
pediatrica.(63, 66, 67)

1.1V Trattamenti disponibili e sperimentali

L’approccio al trattamento (farmaco di scelta e dosaggio) della MW dipende dalla

presenza di evidenze cliniche o laboratoristiche o istologiche della malattia, dal tipo di

12



esordio epatico o neurologico e dal momento della diagnosi, che puo precedere o seguire
la comparsa dei sintomi. La terapia € basata sull’utilizzo di chelanti del rame
(penicillamina e trientina) che ne promuovono 1’escrezione dall’organismo, e/o di zinco
che ne riduce I’assorbimento.(68-70)

Il primo agente chelante ad essere introdotto nel 1951 per il trattamento della MW fu il
British  anti-Lewsite (BAL o dimercaptoprololo), somministrato per via
intramuscolare.(71, 72) L’identificazione da parte di Walshe nel 1956 di un chelante
orale, la D-penicillamina, rivoluziono il trattamento di questo disordine.(68) Questo
farmaco oltre ad aumentare 1’escrezione del rame nell’urina, conducendo ad un bilancio
del rame negativo, induce nel fegato ed in altri tessuti un aumento delle metallotionine
che legano il rame in forma non tossica. Sebbene il razionale del suo impiego come
trattamento iniziale della malattia di Wilson sia I’effetto “decopperizzante”, ¢ noto che,
come la terapia con zinco, anche quella con penicillamina non determina una riduzione
significativa dei livelli di rame epatico.(73, 74) Oggi la sua efficacia € ben documentata,
sebbene il chelante possa determinare vari effetti collaterali quali: reazioni di
ipersensibilita precoce o acuta con febbre, linfoadenopatia, eruzioni cutanee, elastosi
perforans serpiginosa, neutropenia o trombocitopenia, sindrome di Goodpasture,
nefrotossicita con proteinuria, reazione lupus-like, lesioni pemfigoidi, lichen planus,
stomatite aftosa, sindrome di miastenia gravis-like e polimiositi.(18, 75-79)

Il trattamento con D-penicillamina deve essere iniziato con bassi dosaggi per poi
incrementarli progressivamente fino alla dose voluta per il paziente; cio & dovuto al
rischio di slatentizzazione o paradossale peggioramento dei sintomi neurologici.(80)
La dose prescritta in eta pediatrica & di 20 mg/kg/die.(44) Nei giovani adulti il dosaggio
e di 1 g/die e puo essere aumentato fino ai 2 g/die in caso di assente miglioramento
clinico. Il dosaggio di mantenimento & generalmente di 750-1000 mg/die in due dosi.
L’escrezione avviene prevalentemente per via renale.(17) L’assorbimento della
penicillamina é ridotto di circa il 50% se viene assunto con i pasti, per cui va assunta 1
ora prima o 2 ore dopo i pasti.(81)

Dopo I’inizio del trattamento con la penicillamina, la ceruloplasmina tende a ridursi per
rimanere bassa o riaumentare con il tempo, soprattutto nei pazienti con severa epatopatia

che in risposta al trattamento riacquistano la capacita di sintetizzarla. Invece, la
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persistente riduzione dei livelli di ceruloplasmina in pazienti trattati cronicamente con
penicillamina puo essere indicativa di un’eccessiva decopperizzazione e pud Spesso
associarsi a neutropenia, anemia sideroblastica ed emosiderosi.(82) Nel monitoraggio
del paziente in trattamento con penicillamina é utile valutare la cupruria basale che deve
mantenersi intorno ai 200-500 pg/24 h. Valori inferiori ai 200 pg/24 h possono essere
indicativi sia di non aderenza al trattamento sia di overtrattamento. Per differenziare
queste due situazioni puo essere utile la valutazione della frazione di rame libero la
quale, se supera i 15 pg/dL, indica che il paziente non é aderente alla terapia; viceversa
valori inferiori a 5 pg/dL sono riferibili all’overtrattamento.(17) Per i pazienti con
un’epatopatia sintomatica I’evidenza di un miglioramento dei test di funzionalita epatica
e attesa durante i primi 2-6 mesi di trattamento, ma un ulteriore miglioramento si puo
registrare in tutto il primo anno di terapia.(75)

La trientina € un altro chelante del rame approvato nel 1985 dalla FDA come farmaco
di seconda scelta per i pazienti intolleranti alla penicillamina sebbene si sia mostrato
efficace anche come terapia iniziale.(42, 83, 84) La maggioranza degli effetti collaterali
imputabili alla penicillamina non si verifica con tale farmaco ad eccezione del LES.
L’effetto collaterale pit comunemente riportato ¢ 1’anemia sideroblastica. Come la
penicillamina, anche la trientina pud determinare un peggioramento 0 una
slatentizzazione dei sintomi neurologici, ma cio sembra essere molto meno comune. Il
dosaggio raccomandato é di 750-1500 mg/die per la terapia iniziale e 750-1000 mg/die
per la terapia di mantenimento, da somministrare due volte al giorno. Pochi dati esistono
riguardo la sua farmacocinetica; il monitoraggio della terapia corrisponde esattamente a
quello descritto per 1’altro chelante.(42, 69, 85, 86)

Dal 1997, la FDA ha approvato per il trattamento della malattia di Wilson anche i sali
di zinco. Il meccanismo d’azione dello zinco ¢ quello di bloccare 1’assorbimento
intestinale di rame attraverso 1’induzione di metallotioneine a livello degli enterociti. Lo
zinco agisce anche inducendo le metallotioneine epatiche.(87-89) Il rame legato
nell’enterocita non viene assorbito, ma e eliminato con le feci nel momento in cui gli
enterociti sono persi con il normale turnover intestinale.(90) Come la D-penicillamina,
il farmaco andrebbe somministrato lontano dai pasti, poiché 1’assorbimento intestinale

e ridotto dal cibo.(70, 91) Il principale effetto collaterale e rappresentato dalla pirosi
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gastrica; a tal proposito lo zinco acetato appare meglio tollerato rispetto allo zinco
solfato. La dose in termini di zinco elementare e di 25 mg due volte al giorno nei bambini
con meno di 6 anni, 25 mg per tre volte al giorno nei bambini di eta compresatrai6 e i
16 anni o con un peso corporeo inferiore ai 50 Kg, 50 mg per tre volte al giorno in
pazienti con piu di 16 anni o di peso superiore ai 50 kg. Va considerato che 25 mg di
zinco elementare corrispondono a 100 mg di zinco solfato, mentre la dose € la stessa se
si somministra lo zinco acetato.(92, 93) Lo zinco puo avere effetti immunosoppressivi
e ridurre la chemiotassi leucocitaria, sebbene Brewer et al., in un solo studio, abbiano
documentato ’assenza di effetti avversi sulla funzione linfocitaria nei pazienti trattati
cronicamente.(94) Lo zinco sembra inoltre responsabile di aumentati livelli sierici di
amilasi e lipasi, in assenza di evidenze cliniche o radiologiche di pancreatite.(95)

| livelli di cupruria e di zincuria rappresentano un utile parametro di efficacia e di
aderenza alla terapia con lo zinco. Valori di cupruria inferiori a 75 pg/die sono indicativi
di un buon controllo della malattia.(17, 96) Nel caso in cui la cupruria scenda al di sotto
di 30 pg/24h é doveroso sospettare un overtrattamento.(44) La zincuria non dovrebbe
essere inferiore a 2 mg/die e la zinchemia dovrebbe superare i 125 pg/dL; valori inferiori
di zincuria e zinchemia sono indicativi di scarsa compliance.(17)

Lo zinco e stato usato per la prima volta nel trattamento della malattia di Wilson nel
1961 ed il suo sale acetato, gluconato o solfato, somministrato per via orale, €
rapidamente diventato il trattamento di scelta nei pazienti presintomatici e per la terapia
di mantenimento.(70, 97-102) Lo zinco potrebbe anche avere un ruolo come trattamento
di prima scelta nei pazienti con esordio neurologico: diversi studi infatti hanno
dimostrato la sua efficacia come terapia iniziale nei pazienti con tale sintomatologia.(42,
102, 103) Non c’¢ un accordo unanime sull’efficacia del trattamento di prima scelta con
lo zinco nei bambini con malattia di Wilson ad esordio epatico. Diversi studi hanno
supportato il suo utilizzo in pazienti adulti e bambini con esordio epatico e
asintomatici.(99, 104, 105) Altri ne hanno descritto 1’efficacia in pazienti con epatopatia
severa scompensata.(106, 107) L’utilita terapeutica dello zinco € stata messa in
discussione da Weiss et al. che hanno descritto, in una ampia casistica di pazienti, una
minore efficacia della monoterapia con zinco rispetto all’utilizzo degli agenti chelanti,

sia nel prevenire 1’evoluzione dell’epatopatia sia nel permettere una maggiore
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sopravvivenza in assenza di epatotrapianto.(108) Sebbene 1’ampia casistica,
I’inefficacia dello zinco potrebbe essere ascrivibile alla presenza di alcuni bias, tra i
quali per esempio il fatto che molti dei casi in cui € stato riportato il fallimento
terapeutico con zinco si sono verificati in pazienti con scarsa aderenza alla terapia. Altro
bias potrebbe essere che nello studio sono stati reclutati pazienti che avevano iniziato la
terapia in eta adulta, quando ovviamente I’espressione epatica ¢ piu grave. Uno studio
retrospettivo da noi condotto nel 2014 ha nuovamente confermato 1’efficacia dello zinco
in monoterapia nel controllo della sintomatologia epatica in pazienti con epatopatia lieve
diagnosticata in eta pediatrica. | dati di tale studio riportano un tasso di insuccesso di
terapia del 28% per la penicillamina, del 36% per la terapia combinata e del 12% per lo
zinco. Anche nei pazienti in cui lo zinco era utilizzato come terapia di mantenimento,
esso dimostrava una buona efficacia nel controllo della patologia.(109) Nel 2016,
abbiamo inoltre descritto come 38 pazienti senza manifestazioni neurologiche, tutti
diagnosticati e trattati precocemente, non presentassero segni neurologici alla
valutazione clinica, subclinica e di imaging dopo un lungo follow-up.(110)

La terapia di combinazione, in cui lo zinco viene somministrato insieme con 1’agente
chelante, ha una base teorica in quanto consente contemporaneamente di bloccare
I’assorbimento del rame da un lato e favorire 1’escrezione del rame in eccesso dall’altro.
Va pero precisato che i due farmaci, onde evitare che interferiscano reciprocamente,
vanno somministrati a distanza di alcune ore nel corso della giornata.(111) Secondo le
pil recenti raccomandazioni del’ESPGHAN Hepatology Committee, queste terapie di
combinazione (zinco e penicillamina o zinco e trientina) sono efficaci nel ridurre la
necessita di trapianto epatico nei bambini con epatopatia cronica scompensata.(44)
Sebbene non ci siano chiare evidenze che la dieta influenzi 1’eta di esordio o la severita
della malattia, &€ consigliata, accanto alla terapia farmacologica, 1’eliminazione dall’
alimentazione dei cibi ricchi di rame (cioccolato, crostacei, nocciole, funghi, fegato,
legumi, etc) e di acqua ad elevato contenuto di tale metallo almeno nel primo anno di
terapia, in pazienti in trattamento con chelanti.(17, 42, 44)

Il trapianto ortotopico di fegato rappresenta una terapia necessaria e definitiva per i
pazienti affetti da malattia di Wilson con insufficienza epatica fulminante o cirrosi

scompensata non responsiva al trattamento.(17) Dopo il trapianto non & necessario per
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il paziente proseguire il trattamento chelante o con sali di zinco. Al momento,
controversa ¢ 1’indicazione per i pazienti con fenotipo esclusivamente neurologico.(21)
Per quanto riguarda i trattamenti non ancora approvati, il tetratiomolibdato & un potente
chelante del rame con duplice meccanismo di azione: quando somministrato col pasto
agisce come inibitore dell’assorbimento del rame a livello intestinale; quando
somministrato tra i pasti la quota di farmaco che viene assorbita forma, invece, dei
complessi con I’albumina e il rame nel sangue, prevenendo 1’uptake cellulare del metallo
e mobilizzando il rame dai depositi tissutali.(21) Al momento esso non & disponibile in
commercio in Italia; la principale indicazione sembra essere nei pazienti neurologici
adulti.(112) In un trial a doppio cieco, che ha comparato la trientina al tetratiomolibdato,
entrambi sono risultati efficaci nel migliorare la sintomatologia dei pazienti e la
percentuale di deterioramento neurologico é risultata rispettivamente del 26% versus il
4%.(85) Non sono stati osservati effetti collaterali gravi; tra essi, da segnalare
depressione midollare, disturbi endocrini ed epatotossicita che spesso si risolvono con
la sospensione temporanea del trattamento.(85)

Gli antiossidanti, e principalmente la vitamina E, potrebbero avere un ruolo come
trattamento aggiuntivo nella MW dato che bassi livelli sierici ed epatici di vitamina E
sono stati rilevati nei pazienti.(113-115) Le basi teoriche per questo tipo di trattamento
sono rappresentate dal danno ossidativo indotto dal rame nel fegato di topi e dalla
dimostrazione che 1’alfa-tocoferolo (vitamina E) protegge gli epatociti di ratto dalla
tossicita del rame.(116, 117) Altri antiossidanti che potrebbero determinare benefici ai
pazienti con MW sono Vitamina C, N-acetilcisteina e curcumina.(21, 118)

E stata anche dimostrata in vitro la capacita di chaperonine farmacologiche di
ripristinare, almeno in parte, I’espressione dei mutanti piu frequenti della proteina
ATP7B. Un’altra prospettiva per il futuro ¢ quella della terapia genica, per la quale é
molto alta 1’attenzione scientifica e per cui trial terapeutici sono attualmente in
corso.(119, 120)

Il trattamento della malattia di Wilson e in grado di bloccarne la progressione e quindi
di evitare I’evoluzione verso la cirrosi epatica ed il danno neurologico severo.
L’obiettivo terapeutico ¢ quello di ripristinare e mantenere 1’omeostasi del rame. La

terapia farmacologica della malattia di Wilson deve quindi essere proseguita per tutta la
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vita. Paradossalmente, la long-term therapy espone il paziente a rischio di deficit di rame
che puo’ manifestarsi con anemia, neutropenia, neuropatic sensoriali o motorie e
mielopatie.(121, 122)

Il problema pit importante nei pazienti pediatrici affetti dalla malattia di Wilson ¢ la
volontaria sospensione della terapia, soprattutto durante 1’adolescenza. Pertanto, risulta
indispensabile uno stretto follow-up dei pazienti con incontri annuali e dialogo aperto
con pazienti e genitori al fine di rinforzare la sorveglianza della famiglia e rafforzare
I’aderenza del paziente. Se il trattamento viene sospeso, il rischio di progressione della
malattia epatica diventa molto alto e puo portare, dopo 1-12 mesi dalla sospensione,
all’insufficienza epatica, quindi all’epatotrapianto 0 alla morte.(54)

Un altro problema emergente e relativo al monitoraggio a lungo termine del paziente ed
e quello della transizione dal pediatra al medico generalista o allo specialista d’organo
nell’eta adulta. Difatti, grazie al miglioramento delle procedure diagnostiche e
terapeutiche un numero crescente di pazienti raggiunge attualmente I’eta adulta. La
transizione pone una serie di problemi legati sia ad aspetti psicologici (si passa da un
rapporto basato sull’interazione del medico con la coppia “inscindibile” paziente-
genitore all’interazione “esclusiva” con il paziente) sia alla diversita delle specifiche
competenze dei pediatri rispetto ai medici dell’eta adulta. Questa diversita ¢ correlabile
al fatto che la malattia puo avere espressioni diverse in eta pediatrica ed in eta adulta,
per cui il paziente diagnosticato in eta pediatrica (e quindi nella maggior parte dei casi
con una epatopatia) ha piu probabilita, in eta adulta, di trovare neurologi piuttosto che

epatologi disposti a seguirlo.

1.V Obiettivo della tesi

L’obiettivo delle ricerche esposte in questa tesi € quello di evidenziare i punti ancora
dibattuti della gestione diagnostica e terapeutica della MW oltre che consentire un
avanzamento nelle conoscenze della malattia e della sua gestione terapeutica. Nel
secondo capitolo si provvedera ad illustrare le maggiori criticita dell’applicabilita delle
linee guida al letto del paziente. Nei capitoli successivi, si analizzeranno aspetti chiave

della gestione terapeutica della MW come il monitoraggio del paziente a lungo termine
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e la necessita della dieta povera di rame. Il quinto capitolo mostrera come ’approccio
multidisciplinare consenta di chiarire aspetti ancora misconosciuti della storia a lungo
termine della patologia come la capacita riproduttiva dei pazienti. Infine, si discutera la
possibilita di ottimizzare il dosaggio dei sali di zinco al fine di ottenere I’efficacia
terapeutica minimizzando il rischio di tossicitda d’organo a lungo termine a livello
pancreatico ed il rischio paradosso di deficit di rame.

Gran parte della casistica seguita presso ’AOU Federico II ¢ costituita da pazienti
diagnosticati in eta pediatrica con follow-up medio di oltre 15 anni che ben consente di
analizzare la storia a lungo termine di questi pazienti. La necessita inoltre di transitare i
bambini con MW in eta adulta ha promosso la creazione nel corso degli anni di un Team
multidisciplinare con specialisti dedicati a tale patologia rara. Cio ha permesso di
attivare dal 2017 il primo PDTA aziendale italiano del centro-sud per la MW. In seguito
a tale attivazione, si € avuta la possibilita di ampliare la casistica, attualmente costituita
da 80 pazienti (piu della meta provenienti da altre regioni) con malattia di Wilson, la
maggior parte dei quali in terapia con zinco, e di poter studiare in modo accurato una
serie di problematiche che, sulla base di quanto disponibile in letteratura, restano ancora

insolute.
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Capitolo 11

Dalle linee guida alla pratica clinica: applicabilita al letto del paziente

I1.1 Introduzione e scopo del lavoro

Linee guida specifiche per la diagnosi e la terapia della malattia di Wilson sono state
pubblicate da autorevoli societa internazionali quali I’American Association for the
Study of Liver (AASLD) e I’European Association for the Study of Liver (EASL).(17,
42) L’European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
(ESPGHAN) nel 2018 ha prodotto il primo Position Paper riguardante il management
della MW di eta pediatrica.(44) Successivamente, altre societa si Sono poi esposte come,
ad esempio, I’Indian National Association for Study of the Liver (INASL) che ha
pubblicato le sue Clinical Practice Guidelines nel 2019 in collaborazione con 1’Indian
Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ISPGHAN) e la
Movement Disorder Society of India (MDSI).(43)

Ciononostante, e sebbene linee guida siano disponibili da quasi 20 anni,(123)
estremamente eterogenea é la gestione della patologia nel mondo come evidenziato da
una survey internazionale condotta nel 2016 da Sturm et al. in cui viene chiaramente
evidenziata I’ampia variabilita di approccio degli epatologi pediatri nel management del
bambino affetto da MW.(124) In particolare, 111 clinici su 253 parteciparono alla
survey di cui il 67% erano pediatri epatologi con oltre 10 anni di esperienza. Il 51%
lavorava in Nord America ed il 40% in Europa. | maggiori punti di disaccordo tra i
clinici, in merito all’aspetto diagnostico, riguardavano il cut-off della concentrazione di
rame intraepatica richiesta per la diagnosi e I’indicazione all’esecuzione dell’analisi
molecolare. Dal punto di vista terapeutico, il farmaco di prima scelta nel trattamento di
pazienti diagnosticati per screening familiare era variabile cosi come quello per il

trattamento di pazienti con disfunzione epatica.(124)
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Scopo di questo lavoro era quindi quello di analizzare le differenti linee guida
disponibili, le raccomandazioni fornite, I’applicabilita delle stesse alla pratica clinica

quotidiana.

I1.11 Risultati e Discussione
Dall’analisi delle differenti linee guida emerge un consenso generale sulla necessita di
scegliere il trattamento di prima linea nei pazienti diagnosticati con MW sulla base del
quadro clinico d’esordio (presintomatico, epatopatico, neurologico).
In pazienti epatopatici sintomatici, cirrotici o con anomalie dell’INR ¢ solitamente
consigliato il trattamento chelante.(17, 42, 44) Per quanto riguarda la scelta del chelante
da utilizzare tra D-penicillamina e trientina, sebbene sia riportata una pari efficacia con
minori effetti collaterali determinati dalla trientina,(125, 126) ad oggi la trientina €
considerata come alternativa terapeutica alla D-penicillamina in pazienti ad essa
intolleranti.
In pazienti neurologici, le linee guida EASL consentono al clinico la scelta opzionale
dello zinco come trattamento di prima linea, data la dimostrata efficacia di questo in
alcune casistiche di pazienti adulti con sintomatologia neurologica.(127)
Per quanto riguarda i pazienti presintomatici o diagnosticati per screening, tutte le linee
guida permettono la scelta tra chelante e sali di zinco come terapia di prima linea cosi
come per il paziente in fase di mantenimento.(17, 42, 44) Le linee guida indiane
forniscono raccomandazioni per lo piu sovrapponibili a quelle EASL.(43)
L’indicazione alla terapia di combinazione € invece chiaramente posta solo nel position
paper ESPGHAN per pazienti con cirrosi scompensata o insufficienza epatica acuta al
fine di tentare di ridurre il ricorso all’epatotrapianto.(44)
Le principali criticita in merito all’applicazione di queste raccomandazioni ai pazienti
con MW riguardano la distinzione tra paziente “presintomatico”, “asintomatico” o “con
lieve epatopatia”, la terapia di combinazione, i criteri per il passaggio dalla fase di
induzione alla terapia di mantenimento. Se nel Position Paper ESPGHAN é chiaramente
specificato che il paziente presintomatico € colui che viene diagnosticato mediante
screening familiare, poco chiari sono i criteri per definire il paziente asintomatico e

quello con lieve epatopatia (steatosi e ipertransaminasemia senza sintomatologia
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clinica).(44) Questi ultimi pazienti possono, infatti, essere considerati sia come affetti
da esordio epatico e pertanto essere candidati al trattamento con chelante sia come
asintomatici o affetti da lieve epatopatia e quindi essere candidati al trattamento con
zinco. In merito poi alla terapia di combinazione, essa continua ad essere raccomandata
in alcune linee guida nonostante ci siano dati contrastanti riguardo la sua efficacia. Una
review sistematica del 2015 ne riportava, infatti, un tasso di efficacia complessivo di
circa il 47% ed un piu alto tasso di mortalita complessivo rispetto agli altri possibili
trattamenti.(128) E da considerare anche il maggior rischio di scarsa aderenza al
trattamento da parte del paziente nella prescrizione della terapia di combinazione
rispetto alla monoterapia con chelante o sali di zinco. Ad oggi non ci sono studi di qualita
metodologica tale da affermare la maggiore efficacia della terapia di combinazione
rispetto alla monoterapia.

Non é chiaro, inoltre, quando considerare un paziente “decopperizzato” e quindi ignoti
sono il timing e i criteri specifici per transitare il paziente alla fase di mantenimento
della terapia con dosaggio ridotto di chelante o con sali di zinco.(126)

Ugualmente controversi sono anche i parametri di efficacia del trattamento da
monitorare e la definizione stessa di paziente Responder e Non Responder, a differenza
di quanto ad esempio avviene per altre condizioni morbose come 1’epatite autoimmune
dove sono indicati chiari parametri quantitativi per definire la risposta alla terapia. Nella
MW, se é abbastanza agevole definire la risposta al trattamento per il paziente con
epatopatia scompensata, e invece difficile valutarla in coloro che presentano alla
diagnosi solo una lieve ipertransaminasemia e/o steatosi.

Infine, nelle diverse linee guida, si continua a far riferimento alla necessita di
determinare la frazione di rame libero nel sangue, che ne rappresenta la quota realmente
tossica per il paziente. Ciononostante, ad oggi non sono ampiamente disponibili in
commercio delle metodiche accessibili per la determinazione standardizzata di questo
parametro. La formula precedentemente citata nel 1° capitolo, “cupremia totale in pg/dL
— (ceruloplasmina in mg/dl x 3)”, (17) ha dimostrato diversi limiti nella pratica clinica
essendo dipendente dalla metodica utilizzata per il dosaggio della ceruloplasmina
sierica. Inoltre, talvolta tale formula da risultati negativi che appaiono di dubbia

interpretazione. In teoria, il rame libero sarebbe da considerarsi un parametro utile per
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il monitoraggio terapeutico dei pazienti con MW: livelli compresi tra 5-15 pg/dl si
ritrovano in pazienti con adeguato controllo della malattia; valori <5 pg/dl sono
indicativi di eccessiva deplezione di rame.(49, 126) Verosimilmente in futuro, con
I’utilizzo di test diretti per tale determinazione, il suo utilizzo potrebbe divenire
routinario.

Numerosi dubbi infine sussistono sul monitoraggio dei pazienti in terapia chelante.
Difatti, molti pazienti complianti presentano anche dopo numerosi anni di trattamento
valori di cupruria superiori a 500 pg/24ore in assenza di chiara evidenza clinica e
biochimica di progressione della malattia.(129) Inoltre, il range 200-500 pg/24 ore non
¢ stato validato da studi condotti su grossi campioni di pazienti con MW. Questa
problematica insieme con la criticita relativa alla necessita di prescrivere una dieta
povera di rame nei pazienti affetti da MW saranno discusse rispettivamente nei Capitoli

[11 e IV di questo elaborato di tesi.

I risultati di questo lavoro sono stati pubblicati in forma di Letter to the Editor in Digestive and
Liver Disease (Di Dato F, lorio R. Wilson disease: Many guidelines but still many unsolved
doubts. Dig Liver Dis. 2021 Jan;53(1):139-140).
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Capitolo 111

Il ruolo della cupruria nel monitoraggio dell’efficacia del
trattamento con chelanti e dell’aderenza alla terapia: caso
clinico esemplificativo

Nel secondo capitolo di questo elaborato di tesi abbiamo introdotto le criticita correlate
al monitoraggio terapeutico dei pazienti in trattamento con chelante per MW. E’ stato
evidenziato in precedenza come, nei pazienti in terapia con D-penicillamina, sia
universalmente accettato che la cupruria presenti valori elevati anche oltre 1000 ug nelle
24 ore nel primo anno di trattamento, per poi assestarsi in un range compreso tra 200 e
500 pg nelle 24 ore. Valori al di fuori di tale range sono ritenuti indicativi di mancata
aderenza al trattamento o over-trattamento. In questo capitolo riportiamo il caso di un
paziente diagnosticato in eta pediatrica e trattato con D-penicillamina per circa 25 anni.
Peculiarita del caso € il persistente riscontro di valori di cupruria superiori a 500 pg nelle
24 ore come da mancata aderenza alla terapia. Tuttavia, la riduzione dei valori di
ceruloplasmina negli anni e 1’assenza di dati clinici, laboratoristici e di imaging di
progressione di malattia sono evidenza di una efficace terapia farmacologica in atto. Le
condizioni cliniche estremamente favorevoli del paziente su un follow-up di circa 25
anni suggeriscono la necessita di rivisitare gli intervalli terapeutici indicati dalle linee
guida internazionali e di programmare studi multicentrici a tal fine progettati. Le recenti
indicazioni fornite dall’AASLD nell’Agosto 2022, in parte rimodulano la rigidita di
questo target terapeutico di cupruria, affermando la possibilita di sospettare la non
aderenza in pazienti con valori di cupruria >500 pg/24h, ma che in precedenza

mostravano livelli di rame urinario nel range desiderato.(21)

Il lavoro riportato in questo capitolo e stato pubblicato sulla rivista Biochimica Clinica nel
2020 (Maria Flavia Starita, Fabiola Di Dato, Margherita Matarazzo, Raffaele lorio, Marcella

Savoia. E’ tempo di ridefinire gli intervalli di riferimento e terapeutici della cupruria nella
malattia di Wilson? Biochimica Clinica, 2020, 44(3), pp. E23-E26).
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E tempo di ridefinire gli intervalli di riferimento e terapeutici della cupruria
nella malattia di Wilson?
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'Dipartimento di Medicina Molecolare e Biotecnologie Mediche, Universita Federico II, Napoli
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ABSTRACT

Is it time to redefine cupruria reference and therapeutic intervals in Wilson's Disease?

Wilson's Disease (WD) is an autosomal recessive genetic disease caused by mutations to the copper-transporting
gene ATP7B. WD leads to hepatic copper retention with subsequently clinical manifestations in different organs. The
biochemical diagnostic approach includes measurement of serum ceruloplasmin levels and 24-hour urinary copper
excretion (uCu/24h). WD patients are generally treated with D-penicillamine and cupruria is necessary to confirm the
efficacy of maintenance treatment and the patient's adherence to therapy. A 30-year-old man was diagnosed with WD
at the age of 5 and, since then, was treated with D-penicillamine. In this patient the uCu/24h values never fell within
the range recommended by International Guidelines, but no clinical or subclinical progressions of the disease were
found. The information derived from this single WD patient, monitored by serial clinical and laboratory checks for more
than twenty years, may be useful for a better long-term management of WD, although we suggest that multicenter
studies to re-define cupruria reference and therapeutic intervals are needed.

CASO CLINICO

Un paziente maschio di 5 anni giunge nel mese di
dicembre del 1994 presso I'U.O.S. di Epatologia
Pediatrica dellAzienda Ospedaliera Universitaria
Federico Il di Napoli per riscontro di elevati livelli di:
aspartato amminotransferasi (AST), 130 U/L (v.r. <34);
alanina amminotransferasi (ALT), 395 U/L (v.r. <55);
gamma glutamil transferasi (GGT), 187 UIL (i.r. 12-64).
Tali indagini erano state richieste perché il paziente
lamentava dolore addominale e sintomi aspecifici quali
dispepsia.

Vengono escluse le principali cause di epatopatia
colestatica anitterica in eta pediatrica (infezioni,
celiachia, epatite autoimmune, patologie biliari,
epatotossicita da farmaci). Nellambito delle malattie
genetico-metaboliche che si manifestano con
ipertransaminasemia, si sono valutati i biomarcatori di

primo livello della malattia di Wilson (MW) (1). Presso il
D.A.l. di Medicina di Laboratorio vengono eseguite: la
misura nefelometrica dei livelli sierici di ceruloplasmina
(Cp), 0,16 g/L (ir. 0,2-0,6), con reagenti e su
strumentazione BNP-ProSpec (Siemens Healthcare
Diagnostics); la determinazione, mediante spettroscopia
di assorbimento atomico con strumentazione PinAAcle
900T (PerkinElmer), dei livelli di rame urinario su
campione delle 24h (uCu/24h), 270 ug/24h (v.r. <40) e
del rame sierico (sCu), 0,7 pg/L (i.r. 0,69-1,22).
Essendo questi risultati suggestivi di MW (1) si era
reso necessario eseguire al piccolo paziente una biopsia
epatica che ha mostrato: struttura lobulo laminare
conservata; infiltrati focali intralobulari con necrosi
puntiforme; iperplasia delle cellule del Kupffer; steatosi
del 75%; livelli di rame intraepatico, misurati in
spettroscopia di assorbimento atomico (2), pari a 1129
Hg/g di tessuto secco (v.r. <50). Infine, l'analisi
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molecolare, appena disponibile, attraverso
l'identificazione della mutazione H1069Q in omozigosi,
ha permesso di confermare la diagnosi di MW.

Il paziente intraprende nel marzo 1995 trattamento
con chelante del rame, D-penicillamina al dosaggio di 20
mg/Kg/die, somministrato in due dosi lontano dai pasti
(3). Vengono monitorati i parametri AST, ALT, GGT e
uCu/24h ogni tre mesi fino a normalizzazione degli indici
di citolisi epatica e, annualmente, dopo avere verificato
la stabilizzazione della malattia. | livelli di transaminasi e
GGT si sono prontamente normalizzati (Figura1), con i
seguenti valori medi registrati dal 1996 al 2019: AST 26
U/L (intervallo 14-52); ALT 38 U/L (intervallo 20-96); GGT
23 U/L (intervallo16-42).

Durante il monitoraggio si assiste ad una progressiva
diminuzione dei livelli di Cp, da 0,16 g/L alla diagnosi a
valori di 0,07 g/L nel 2019. Sebbene il trattamento con
chelanti nella fase di mantenimento sia considerato
efficace per valori di uCu/24h (misurati in spettroscopia
di assorbimento atomico) compresi tra i 200-500 pg/24h,
da raggiungere gia dopo il primo anno di terapia (1),
durante i 25 anni circa di monitoraggio i livelli misurati,
(valore medio: 951 pg/24h, intervallo 518-1536), non
sono mai rientrati nell'intervallo atteso. Il paziente
presenta pero un decorso clinico estremamente
favorevole: assenza di epatosplenomegalia e di altri
segni di epatopatia; normalita della crescita e dello
sviluppo psico-motorio; assenza di sintomatologia
neurologica e dell'anello di Kayser-Fleischer; assenza di
sviluppo di ipertensione portale e di ipersplenismo.
All'ecografia persiste solo una steatosi epatica di grado
lieve-moderato; gli enzimi epatici, gli indici di sintesi delle
proteine e I'esame emocromocitometrico risultano
sempre nella norma. Durante il monitoraggio si effettua
anche una risonanza magnetica nucleare (RMN)
dell’encefalo per escludere patologie cerebrali
subcliniche, con esito negativo, confermando I'assenza
di alterazioni cerebrali significative.

uiL
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La MW e un disordine genetico del metabolismo del
rame a trasmissione autosomica recessiva, con una
prevalenza stimata nel mondo di circa 1:30 000 - 50 000
individui (4).

Il gene responsabile della malattia, localizzato sul
cromosoma 13q14, codifica per una proteina di
membrana ATP7B, appartenente alla famiglia delle P-
type ATPase, espressa primariamente nel fegato e il cui
ruolo € quello di regolare il trasporto del rame (5).

In presenza di livelli fisiologici di rame, la proteina
ATP7B, necessaria per facilitare I'acquisizione del rame
da parte di proteine quali la Cp, & localizzata a livello del
Trans Golgi Network (TGN). In condizioni di aumento
della concentrazione di rame intracellulare, a livello
dell’epatocita avviene il rilascio dellATP7B, trasferita in
forma vescicolare dal TGN al polo canalicolare, sito di
escrezione del rame (6).

Mutazioni del gene ATP7B inducono: una
diminuzione della sintesi della Cp; ridotta escrezione del
rame nella bile; accumulo del rame a livello epatico e in
altri organi (in particolare cervello, cornea e tubuli renali).

A causa della molteplicita degli organi colpiti, la MW
presenta un fenotipo molto variabile, dipendente anche
dalleta di insorgenza della malattia, che si manifesta
solitamente nelle prime decadi di vita, prevalentemente
trai 5 edi 35 anni (7). Nei primi anni di vita, la MW si
presenta spesso con un quadro di epatopatia, mentre
con l'avanzare degli anni si osserva maggiormente un
quadro neuropsichiatrico. L'eterogeneita
dell'espressione clinica rende difficile la diagnosi
soprattutto in eta pediatrica, e per tale motivo e
necessario mantenere alto l'indice di sospetto. In Italia,
la maggior parte dei pazienti affetti da MW é identificata
in seguito al riscontro occasionale di aumento delle
transaminasi, dovuto alla consuetudine del nostro paese
di richiedere la loro determinazione anche in assenza di
specifiche condizioni cliniche (6).
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Figura 1

Livelli di AST, ALT e GGT registrati da dicembre 1994 a ottobre 2019.
glel riquadro sono riportati i valori osservati ogni tre mesi nel primo anno (1994-1995).

, inizio trattamento con D-penicillamina, dosaggio 20 mg/Kg/gg
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Diagnosticare precocemente la MW ¢é di
fondamentale importanza in quanto consente di trattare
farmacologicamente i pazienti prima dell'insorgenza di
gravi danni epatici e neurologici. Data la difficolta nel
formulare una diagnosi precoce, per la mancanza di
singoli elementi clinici e/o biochimici che consentano
una diagnosi certa di MW, fatta eccezione per I'indagine
molecolare di secondo livello, & stato proposto da
Ferenci et al. uno score diagnostico che include criteri
clinici, biochimici, istologici e molecolari (8).

Un esame di primo livello & rappresentato dalla
misura della Cp. Sebbene la misura nefelometrica
comunemente impiegata non sia in grado di discriminare
la Cp (forma matura legata al rame) dall’apoCp (forma
non legante il rame), i livelli risultano comunque ridotti
nella MW, a causa dell'alterata biosintesi della Cp e della
breve emivita della apoCp, circa 5 ore contro i 5,5 giorni
della Cp (1). Altro esame diagnostico di primo livello &
uCu/24h, dove il rame urinario riflette la quota di rame
libero circolante: una cupruria >40 ug/24h & considerata
suggestiva di MW (6).

Nell'iter  diagnostico viene consigliata la
determinazione del sCu e quella del rame epatico, se
quest'ultima e >250 ug/g di peso secco, & altamente
indicativa di MW (4). L'analisi molecolare del gene
ATP7B rappresenta comunque il test dirimente.

| farmaci ad oggi impiegati per il trattamento dei
pazienti MW sono i chelanti del rame, come la D-
penicillamina, che promuove I'escrezione del rame
urinario o i sali di zinco che inducono le metallotioneine
epatiche ed intestinali, inibendo I'assorbimento del rame
e favorendone I'eliminazione con le feci.

Il trattamento con D-penicillamina viene considerato
efficace quando la cupruria, gia dopo il primo anno di
terapia, risulta compresa tra 200-500 pg/24h; livelli
inferiori o superiori sono indicativi rispettivamente di una
scarsa compliance o di eccessivo trattamento (9).

Il caso clinico in esame presentava alla diagnosi,
effettuata all'eta di 5 anni, incrementi di AST, ALT, GGT
ed epatomegalia, segnali sufficienti a far sorgere al
clinico il sospetto di MW. Gli esami specifici di primo
livello, Cp e uCu/24h, risultavano francamente alterati,
mentre il sCu era nella norma e la conseguente biopsia
epatica mostrava incrementi del rame epatico. La
diagnosi € stata poi confermata dal test genetico che ha
identificato una mutazione in omozigosi di H1069Q, la
pit comune nel mondo occidentale, con frequenza
allelica del 13-17% nella popolazione italiana (10).

Il paziente, trattato con D-penicillamina, ha mostrato
livelli di Cp tendenti nel tempo a diminuire
progressivamente. Tale decremento potrebbe essere
causato da una eccessiva deplezione in circolo del
rame, con conseguente aumento dell'apoCp
rapidamente degradabile, e diminuzione del sCu, valore
medio 0,4 mg/L (intervallo 0,11-0,71). Durante il
trattamento sono stati osservati valori di uCu/24h
sempre al di sopra dell'intervallo atteso (200-500 pg/
24h), con livelli anche particolarmente elevati, e un
valore medio 951 pg/24h (intervalo 518-1536). Tale

risposta al farmaco ha indotto a prendere in
considerazione un passaggio alla terapia con sali di
zinco che pero il paziente ha rifiutato. E stato pertanto
proseguito il trattamento con D-penicillamina
(stabilizzato nel tempo alla dose di 1200 mg/die) che, pur
non avendo consentito il raggiungimento dei livelli attesi
di uCu/24h, aveva portato ad wuna pronta
normalizzazione di AST, ALT e GGT e alla mancata
progressione clinica della malattia. Durante il
monitoraggio non sono stati osservati innalzamenti dei
livelli delle transaminasi e I'RMN dell'encefalo, eseguita
nel 2019, non ha mostrato alterazioni.

I caso presentato ha dimostrato, a nostra
conoscenza per la prima volta, che & possibile una
evoluzione favorevole della MW, sotto terapia con D-
penicillamina, anche quando i livelli di uCu/24h risultano
superiori a quelli indicati dalle linee-guida internazionali.
Pur trattandosi di un singolo paziente, il monitoraggio
pit che ventennale con valutazione periodica delle
possibili complicanze epatiche, neurologiche e
psichiatriche, da forza alla nostra osservazione e puo
essere utile per chi gestisce la terapia nel lungo termine,
sebbene studi multicentrici siano auspicabili al fine di
rivisitare gli intervalli di escrezione urinaria del rame, sia
di riferimento che di valutazione dell'efficacia della
terapia.

Infine, si sottolinea I'importanza della stretta
collaborazione tra clinica e laboratorio e la necessita di
monitorare costantemente, sia dal punto di vista clinico
che laboratoristico, i pazienti affetti da MW. Per far fronte
a questa esigenza presso I'AOU Federico Il di Napoli &
attivo dal 2017 il Percorso Diagnostico Terapeutico
Assistenziale (PDTA) dedicato alla MW, costituito da un
gruppo multidisciplinare clinico e laboratoristico in grado
di prendere globalmente in cura il paziente affetto da
MW.
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Capitolo 1V

Ruolo del ridotto intake di rame nel trattamento del paziente
con malattia di Wilson

V.1 Introduzione

Il controllo dell’introito alimentare di rame ha avuto un ruolo nel trattamento della
malattia di Wilson sin dal 1960 quando Scheinberg e Sternlieb provarono a trattare la
patologia tramite 1’associazione di una dieta povera di rame e D-penicillamina, nel
duplice tentativo di eliminare il rame gia depositatosi nell’organismo ed evitarne un
ulteriore accumulo. Sebbene non ci siano chiare evidenze che la dieta influenzi ’eta di
esordio o la severita della malattia, ad oggi diverse linee guida riportano la
raccomandazione di evitare assunzione di alimenti ed acqua ricchi in rame nei pazienti
in trattamento. Tali raccomandazioni sono tuttavia basate su livello di evidenza IC per
I’AASLD, IIB per ’EASL.(17, 42) Le piu recenti linee guida indiane ed il Position
Paper ESPGHAN aprono la strada alla possibilita di prescrivere una restrizione
alimentare solo per i cibi a contenuto di rame molto alto in particolare nel primo anno
di trattamento ed in pazienti in terapia con chelanti.(43, 44)

Sebbene la restrizione dietetica di rame rimanga uno dei capisaldi del trattamento della
patologia, non vi sono infatti molte evidenze scientifiche riguardo I’impatto del rame
alimentare sulla salute dei pazienti con malattia di Wilson. Recentemente & maggiore
I’attenzione all’argomento anche per la dimostrazione di un precoce esordio della
malattia e piu veloce progressione in modelli murini nutriti con dieta ad elevato
contenuto calorico. Tuttavia, sebbene due recenti review siano state pubblicate
sull’argomento, stentano ad essere prodotte nuove ricerche in merito.(130, 131)

Inoltre, la restrizione dell’introito alimentare di rame come terapia per la MW e stata
elaborata in un momento storico in cui I’unico farmaco esistente per il trattamento della
patologia era la D-penicillamina. Con I’avvento di altre terapie, in particolare quella con
sali di zinco che impediscono I’assorbimento del rame, potrebbe non essere necessario

limitare 1’assunzione di alimenti ricchi di rame nella dieta di questi pazienti.
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L’introito giornaliero raccomandato di rame ¢ di circa 1.3 mg nelle donne e 1.6 mg negli
uomini. Se é vero che cioccolato, frutta secca, legumi, farine integrali sono naturalmente
piu ricchi di questo metallo di altri alimenti, € altresi vero che per eccedere I’introito
consigliato di rame secondo i LARN, bisognerebbe consumare quotidianamente
quantitd estremamente elevate di tali alimenti. E stato dimostrato infatti che
I’assorbimento intestinale di rame, meccanismo conservato nei pazienti con MW, ¢
inversamente proporzionale al metallo introdotto con gli alimenti. Diverse invece sono
le considerazioni per i crostacei, i mitili ed il fegato di animali che contengono
rispettivamente 36 mg/kg, 15 mg/kg e 157 mg/kg di rame e per cui & sicuramente
indicato un consumo sporadico nei pazienti con MW.

Le due review recentemente pubblicate concludono affermando che 1’eliminazione del
rame dalla dieta e estremamente difficile considerata la sua ubiquitarieta. Inoltre, tale
provvedimento potrebbe non essere necessario data I’assenza di chiare evidenze a
favore, ancor piu in pazienti con malattia stabile e aderenti al trattamento.(130, 131)
L’obiettivo di questo studio pilota ¢ stato quello di analizzare 1’introito quotidiano di
rame in pazienti in trattamento con sali di zinco, a dieta libera eccetto che per cibi ad
elevato contenuto di rame quali fegato, mitili e crostacei, ¢ determinare 1’impatto
dell’introito alimentare quotidiano del metallo sugli enzimi epatici ed i parametri del

metabolismo del rame.

V.11 Pazienti e metodi

Lo studio e stato condotto su una casistica di pazienti affetti da MW diagnosticata in eta
pediatrica ed in trattamento da lungo tempo. Criteri di inclusione erano: diagnosi
confermata con analisi molecolare del gene ATP7B o determinazione del rame
intraepatico; diagnosi posta in eta pediatrica; monoterapia con zinco in atto. Criteri di
esclusione erano: mancata disponibilita di dati relativi al metabolismo del rame e al
trattamento, oltre che clinici alla diagnosi e nel corso del follow-up; trattamento in atto
da meno di un anno.

L’introito quotidiano di rame era valutato mediante I’analisi di un diario alimentare
dettagliato compilato dal paziente per 3 giorni consecutivi in cui ogni tipo di alimento e

bevanda assunti venivano riportati con le relative quantita consumate (Figura 1). La
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quota di rame assunta per ogni giorno di diario veniva estrapolata mediante utilizzo del
programma WINFOOD Pro3.9.x. Per ogni paziente veniva quindi calcolato 1’introito
medio giornaliero effettuando la media aritmetica della quota di metallo assunta nei tre

giorni considerati.

Data compilazions
Pazmiente. ..o Data nascita

Anamnesi alimentare

Dhata libera per eta da fa
Dhsta di esclusions in atte da f !

Formule speciali: o Mo O i, mndicare quali:

Diario alimentare

In questi tre ziormi a casa e foorl casa ho mangiato

Gioma n®
Ore Colazione Quantita Quantita
preparats lasciata
Ore Spuntine Quantita Quantita
prepaTats lasciata
Ore Pranzg Quantita Quantita
preparata lasciata
Ore Spunting Quantita Quantita
DIEPATEE lasciats
Ore Cena Quantita Quantita
preparats lasciata
Ore Spuntine Quantita Quantita
prepaTats lasciata

MHule per la compil acione:

1. La quartitds di ogni alimento seve sssere misurats oon b blancia pess-aliment, registrando il pesa a cruda e
al neso (cicd solo la parte o almenio da consumare, cruda e serza scana);
2. Qual fias sibile pesare gli aliment, si pud risaliee al lang peso approssimativo medante Muss di
mitsune casalinghe foucchising, cucchiai, mesiolo, @)
3. Indicare s il latte & inero, parzakments scremato o scremato @ ka quantit di biscotti o zucchers aggiurt
4. Prer i latti in foen ndicare anche la quantith i acoua in ce e i misuin o pobesre,
5. Per e pappe indicare anche b quantith o acqua inooee e §misunini in pabesnse
E. Peer agni alimento specificarme okne alla cabagoria il lipo (28, non “pescs” ma sogliok™, non Tarmaggia® ma
"parmigiann aicl
7. Per agni pasio indicare il tipo (alia, burns, sttto g e k quaniia di condimento ulilizzats globalments per
tutte fapeeianas, E' sufficiente misurare il condimenis con il cucchiaia o il cucchiaing. Quando e pistanze sana
prepanate per DRIRADSDE, | quantia tobsle di sondiments va divisa per e porsioni preparate (Es. salsa ol
pamadang per & persone con Scucchial di oiio: 50 grammi & ala’ 6 pensane: 8 grammi per persona). Specilicans
anche il tipo & alia: di oliva o d semi varia di girasole ete
B Indicare i tipo di pane (hianoo, ntegrale, allfolo)
& Indicare ka quanits in grameni o cucchisini di succhern usat nel the, tisane o frollas;

10, Indicare il tipa & la quantith consumata di fresa, gelati, dolei e menendine

1. Indicare (Se i consumana) il tipo di bevande consumate (es: coca cola, sucos di frutta) specificando

Duantith fes: un bicchisne, una Liting)
12. Indiczare (e i consuma) la marca delacoqua in bottigha ulilzzats

HE: IL DIARIC WA COMPILATO PER TRE GIORMI. NON E' NECEZEARID INIZIARE LA COMPILAZIONE DEL
DHARIO DAL LUMEDT, S| PLDT INIZIARE NEL CORE0 DELLA SETTIMAMA,

Figura 1. Schema utilizzato per la compilazione del diario alimentare.

L’introito medio giornaliero di rame era poi confrontato con la Recommended Daily
Allowance (RDA) differenziata per fasce d’eta (Figura 2). | pazienti erano quindi

classificati in “basso intake di rame” (Low Copper Intake group, LCI-group) e “alto
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intake di rame” (High Copper Intake group, HCI-group) se I’introito medio era

rispettivamente inferiore oppure superiore alla soglia minima dell’RDA per eta.

Age Group Males/Females-Lower Intake Males/Females-Upper Intake
Level for Copper (ug/day) Level for Copper (pg/day)
0 - 6 months 200 (AI) Not possible to establish*
7 - 12 months 220 (Al) Not possible to establish*
1 - 3 years 340 1000
4 - 8 years 440 3000
9 - 13 years 700 5000
14 - 18 years 890 8000
19 years and older 900 10,000
All ages
All ages

Figura 2. Fabbisogno giornaliero di rame raccomandato (Recommended Daily Allowance) per
fasce d’eta nella popolazione generale.(132)

Per ogni paziente venivano inoltre raccolti al tempo della diagnosi e al tempo della
compilazione del diario i seguenti dati: sesso, eta alla diagnosi, eta all’osservazione,
modalita d’esordio, terapia praticata durante il follow up, AST, ALT, GGT, cupruria,
cupremia, zincuria, zinchemia.

La compliance al trattamento era valutata sia sulla base dei dati anamnestici riguardanti
le modalita di assunzione del farmaco (rispetto della dose prescritta e del numero di dosi
giornaliere, adeguato intervallo tra assunzione del farmaco e pasti) sia in base ai livelli
di cupruria (<75 pg/24), zincuria (>2000 ug/24h) e zinchemia (>150 pg/dl).

La risposta al trattamento veniva valutata sulla base dei parametri del metabolismo del
rame e degli indici di citolisi epatica. Si definiva Responder il paziente con ALT
inferiore a 1.5 volte il limite alto della norma (ULN) per eta e con valori di cupruria nel
range atteso per la terapia in atto (<75 ug/24 ore per i pazienti in terapia con zinco);
Low-Responder il paziente con valori di ALT >1.5 ULN e/o cupruria >75 ug/24 ore;
Non-Responder il paziente con ALT >1.5 ULN e cupruria >75 ug/24 ore.
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L’analisi statistica veniva effettuata con Software SPSS 28.0 e GraphPad Prism 9
utilizzando T-Student, test del Chi quadro o esatto di Fisher, Mann-Whitney U Test e

correlazioni lineari. 1l p-value era considerato significativo per valori inferiori 0.05.

V.11l Risultati

Venivano arruolati 20 pazienti, 12 (54.5%) maschi; di questi 9 erano in eta pediatrica.
L’eta media al momento dello studio era di 22.8+10.2 anni, il tempo medio di follow-
up 15.9£10.3 anni. 14 (70%) pazienti erano Responder al trattamento; dei 6 non
responder, 1 (14.3%) paziente risultava non aderente alla terapia prescritta. L’intake
medio giornaliero di rame dell’intera popolazione oggetto di studio era 0.69+0.29
mg/die. Tutti i pazienti mostravano un intake medio giornaliero di rame inferiore al
limite superiore dell’RDA per eta; inoltre, pur essendo tutti a dieta libera, solo in 7
pazienti si registrava un intake adeguato per eta (HCI-group). Quando distinti in base al
basso (LCI-group) o alto (HCI-group) intake di rame, i pazienti non mostravano
differenze statisticamente significative in termini di eta all’osservazione e tempo di
follow-up, indici di citolisi epatica e colestasi, parametri del metabolismo di rame e
zinco (Tabella 2). Per evitare un eventuale bias correlato all’incompleta risposta al
trattamento, 1’analisi comparativa tra i due gruppi sopra definiti veniva effettuata anche
includendo i soli pazienti Responder alla terapia. Anche in questo caso, 1’unica
differenza statisticamente significativa era relativa alla quantita di rame introdotta con
la dieta (Tabella 3). Quando venivano comparati i Responder ed i Low-Responder per
I’intake medio giornaliero di rame, nessuna differenza statisticamente significativa
veniva rilevata (rispettivamente 0.76+0.31 vs 0.54+0.15 mg/die; p=0.12). Nessuna
associazione veniva inoltre evidenziata tra risposta alla terapia ed intake di rame
(p=0.354) (Figura 3).
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LCI-group HCI-group p-value
Eta all’osservazione 21.08+9.1 26+12.03 0.315
(anni)
Follow-up (anni) 14.96+8.93 17.68+13.16 0.588
Intake di rame 0.54+0.18 0.98+0.22 <0.001
(mg/die)
AST (IU/1) 31.46+11.89 32.71£17.72 0.852
ALT (IU/N) 53.08+36.47 53.57+58.61 0.982
GGT (IUN) 29.92+25.87 26.43+15.40 0.749
Cupruria (ng/24h) 66.1+59.57 43.93+21.58 0.359
Zincuria (pg/24h) 4473.40+2649.04 2854.75+1996.42 0.176
Cupremia (pg/dl) 18.94+10.54 31.41+27.56 0.159
Zinchemia (pg/dl) 230.7+£62.09 274.06+£37.94 0.139

Tabella 2. Parametri clinici e laboratoristici di 20 pazienti con malattia di Wilson, distinti sulla
base dell’intake medio giornaliero di rame. LCI: Low Copper Intake; HCI: High Copper Intake.
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LCI-group HCI-group p-value

Eta all’osservazione 20.62+10.61 27.5+€12.44 0.286
(anni)

Follow-up (anni) 13.98+10.45 19.54+13.36 0.398
Intake di rame 0.56+0.21 1.02+0.20 0.001
(mg/die)

AST (IU/1) 26.38+7.61 27.17+10.87 0.875
ALT (IU/N) 36.88+15.72 31.83+12.35 0.529
GGT (IUN) 17.50£5.42 24.834+16.23 0.251
Cupruria (ng/24h) 28.60+£21.61 45.73£23.06 0.179
Zincuria (pg/24h) 4328.37+2743.85 2663.22+2115.35 0.241
Cupremia (pg/dl) 17.50+9.43 34.98+28.36 0.126
Zinchemia (pg/dl) 223.61+47.45 274.07+£37.94 0.061

Tabella 3. Parametri clinici e laboratoristici di 14 pazienti con malattia di Wilson Responder al
trattamento, distinti sulla base dell’intake medio giornaliero di rame. LCI: Low Copper Intake;

HCI: High Copper Intake.
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Figura 3. 20 pazienti con malattia di Wilson, 14 Responder e 6 Low-Responder, suddivisi per

intake di rame giornaliero.
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Nessuna correlazione statisticamente significativa veniva evidenziata tra I’intake medio

di rame e cupruria (Figura 4), cupremia (Figura 5), zincuria, zinchemia, AST, ALT
(Figura 6) e GGT.
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Figura 4. Correlazione tra intake medio giornaliero di rame e cupruria delle 24
ore in 20 pazienti con malattia di Wilson.
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Figura 5. Correlazione tra intake medio giornaliero di rame e cupremia in 20
pazienti con malattia di Wilson.
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Figura 6. Correlazione tra intake medio giornaliero di rame e valori sierici di
ALT in 20 pazienti con malattia di Wilson.

IV.1V Discussione
Il rame & un oligoelemento fondamentale per le funzioni metaboliche dell’organismo ed

il suo assorbimento e dunque strettamente controllato tramite un meccanismo adattativo.
Dal momento che la MW ¢ causata da un accumulo di rame nell’organismo, da sempre
si e considerata la riduzione dell’apporto di rame con la dieta un elemento fondamentale
per il suo trattamento. Tuttavia, la prescrizione di una dieta a basso contenuto di rame,
ancora oggi consigliata dalle linee guida europee ed americane, in particolar modo nel
primo anno di trattamento, non si basa su evidenze scientifiche forti quanto bensi
sull’opinione di esperti.(17, 21, 42) Le linee guida indiane in parte hanno posto il dubbio
sulla raccomandazione seppur non fornendone poi una specifica.(43) Il position paper
del’ESPGHAN sul management dei pazienti pediatrici recentemente pubblicato, é stato
I’'unico che ha modificato in parte tale atteggiamento, raccomandando una dieta povera
di rame fino a normalizzazione degli indici di citolisi epatica e in pazienti in trattamento
con chelante.(44) Se infatti da un lato il ristretto apporto di rame potrebbe apparire utile
nei pazienti in trattamento con chelante, in particolare nel primo anno di trattamento al
fine di favorire la mobilizzazione del metallo accumulato, dall’altro il meccanismo
d’azione dello zinco indurrebbe a pensare ad una inutilita di tale provvedimento.

L’induzione delle metallotioneine a livello intestinale con il blocco dell’assorbimento
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del metallo e ’aumentata escrezione a livello fecale, infatti, non giustificherebbe la
necessita di ridurre I’introito del metallo con la dieta. Cido nonostante, tali congetture
non trovano conferma in letteratura per la quasi totale assenza di dati a riguardo. Tali
considerazioni sono dunque state alla base del presente studio, volto principalmente ad
indagare il reale pericolo rappresentato dal rame assunto con la dieta nei pazienti affetti
da malattia di Wilson diagnosticata in eta pediatrica e trattati con sali di zinco. Seppur
dunque con i limiti di una piccola casistica e del calcolo dell’apporto quotidiano di rame
effettuato mediante un recall alimentare di soli tre giorni, lo studio pilota qui descritto
fornisce primi risultati scientifici sull’argomento e apre la strada a future ricerche nel
campo. Un primo dato che emerge analizzando la coorte di pazienti inclusa e proprio
I’assunzione di ridotte quantita di rame nonostante la prescrizione di una dieta libera
fatta eccezione per fegato, mitili e crostacei. E’ possibile che in tale riscontro giochi un
ruolo I’informazione scientifica contrastante accessibile ai pazienti tramite la rete
internet oltre che un condizionamento psicologico intrinseco che porti il paziente ad
eliminare dall’alimentazione ci0 che ¢ causa della sua stessa patologia. Non ¢ da
dimenticare inoltre il lungo follow-up della casistica studiata che potrebbe rappresentare
un ulteriore motivo di tale risultato. Questi pazienti infatti hanno ricevuto diagnosi di
malattia circa 20 anni fa, quando probabilmente all’inizio del loro percorso terapeutico

venivano fornite molteplici raccomandazioni sugli alimenti da non assumere.

Risultato cruciale di questo progetto € che nessuna correlazione € stata rilevata tra
I’introito medio di rame quotidiano e i valori dei parametri del metabolismo del rame e
degli enzimi epatici. Di particolare interesse risulta I’analisi di correlazione tra intake di
rame e cupruria. Quest’ultima & infatti il parametro piu indicativo del metabolismo del
rame nell’organismo in questi pazienti e la non significativita del test conferma
verosimilmente il blocco dell’assorbimento intestinale del rame ad opera dello zinco,
indipendente dalla quantita assunta del primo metallo. Altrettanto importante & poi
I’analisi di correlazione tra I’intake di rame e ’ALT dei nostri pazienti. L’ALT, essendo
un indice di citolisi altamente epatospecifico, risulta essere un ottimo indicatore dello
stato di salute degli epatociti. Anche in questo caso la correlazione risulta statisticamente
non significativa, di fatto confutando un’associazione tra I’intake di rame ¢ il danno

epatico nella nostra coorte di pazienti. Inoltre, nessuna significativa differenza in termini
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di cupremia, cupruria, zinchemia, zincuria, AST, ALT e GGT é stata riscontrata nei
pazienti con alto e basso introito alimentare del metallo. Allo stesso modo Responder e
Low Responder non differivano per quel che riguarda 1’assunzione di rame con la dieta.
Tali risultati supportano dunque 1’ipotesi che il rame alimentare non abbia alcun impatto
sulla salute dei pazienti con MW in trattamento con zinco da almeno un anno. Questo
studio é dungue tra i primi a fornire risultati scientificamente validi, che consentano di
prescrivere una dieta libera ai pazienti wilsoniani in terapia con zinco, come solo
recentemente per la prima volta raccomandato dalle linee guida ESPGHAN. In
conclusione, e possibile quindi affermare che il rame assunto con la dieta non pare avere
un impatto sull’efficacia terapeutica ed il bilancio del rame nei pazienti con MW in
terapia di mantenimento con sali di zinco. Ulteriori studi sono necessari a confermare
tali risultati preliminari al fine di ottenere sempre piu evidenze scientifiche che possano
indurre a non considerare piu la dieta come un presidio terapeutico per questa categoria

di pazienti con notevoli risvolti positivi anche sulla loro qualita di vita.

| risultati di questo studio sono stati presentati in forma di abstract accettato come poster al
6th World Congress of Pediatric Gastroenterology Hepatology And Nutrition (Fabiola Di
Dato, Ida De Micco, Margherita Matarazzo, Anna De Rosa, Maria Rosaria Serra, Maria
Immacolata Spagnuolo, Raffaele lorio. Wilson Disease patients on zinc therapy: uselessness of
the low copper diet. JPGN May 2021;72(S1):921)
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Capitolo V

Salute riproduttiva nei pazienti con malattia di Wilson

V.1 Introduzione

Come precedentemente descritto, 1’aspettativa di vita dei pazienti con MW
precocemente diagnosticati e adeguatamente trattati e sovrapponibile alla popolazione
generale.(18) Cio ha determinato una maggiore attenzione alla qualita di vita di questi
pazienti. E’ noto che la MW puo’ causare disordini ormonali in entrambi 1 sessi ed in
particolare disfunzioni ovulatorie e amenorrea nelle donne, e impotenza e ginecomastia
negli uomini.(133) L’eziologia di queste alterazioni non ¢ chiaramente definita, potendo
essere da ascrivere sia alla disfunzione epatica, sia all’accumulo del rame negli organi
coinvolti. Kaushansky et al. nel 1987 infatti, descrissero come le disfunzioni ovulatorie
nelle donne potessero essere da attribuire all’accumulo del metallo nelle ovaie.(134) Nel
sesso femminile sono riportati sia casi di pazienti con gravidanze spontanee, sia casi in
cui é stata necessaria una stimolazione con clomifene per indurre il concepimento.(135)
Ancor meno indagata ¢ I’abilita procreativa nel maschio: in un lavoro ¢ riportato un
singolo caso di impotenza in una coorte di 27 pazienti, mentre in un altro viene descritto
un caso di oligo-azeno-teratozoospermia peggiorata durante trattamento con
penicillamina.(133, 136)

Dalla letteratura si evince che le tre aree che richiedono piu attenzione nella gestione
della paziente gravida con malattia di Wilson sono la prevenzione degli aborti spontanei,
il controllo della malattia materna e la minimizzazione della teratogenicita indotta da
farmaci.

La MW, se non trattata, determina una elevata frequenza di aborti spontanei e ricorrenti
nelle donne gravide.(32, 137) Recentamente su Hepatology e stato riportato come donne
affette da MW abbiano un piu alto tasso di aborti rispetto alla popolazione generale;
esso inoltre era maggiore nelle donne non trattate (41%) rispetto a quelle in terapia con
chelante (17%) o zinco (10%).(138) Il meccanismo patogenetico alla base degli aborti

potrebbe essere simile a quello del rame contenuto nei dispositivi contraccettivi: ci
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sarebbe una deposizione del metallo a livello endometriale che va ad ostacolare
I’impianto dell’embrione.(139) Le vigenti linee guida raccomandano di proseguire il
trattamento farmacologico per tutta la durata della gravidanza; cio assicura infatti una
alta probabilita di outcome favorevole.(42, 135, 140-142) Le complicanze in corso di
gravidanza descritte in pazienti con MW sono state: preeclampsia/ipertensione
gestazionale, trombocitopenia ed emolisi.(135, 143)

Riguardo I’impatto del trattamento farmacologico, & noto un potenziale effetto
teratogeno della D-penicillamina.(144) Cohen et al. e Keen et al. hanno osservato, sulla
base di studi su modello animale, che il principale fattore nella produzione di teratogenesi
con penicillamina e trientina € la carenza di rame nel feto.(145-147) Per questi motivi, &
indicata la riduzione del dosaggio durante la gestazione alla minima dose efficace per il
controllo della MW. Lo zinco invece non ha mostrato avere potenziali rischi per il feto
per cui il trattamento va proseguito immodificato per tutta la gestazione.(17, 42, 144) |
dati sulla teratogenicita dei trattamenti sono tuttavia discordanti; le principali anomalie
fetali e complicanze perinatali osservate sono basso peso alla nascita e malformazioni
congenite.(133)

L’effettiva influenza della patologia sulla fertilita non € comunque ancora ben chiara: da
qui la necessita di indagare ulteriormente il reale impatto della MW sulla fertilita in
entrambi 1 sessi. Scopo del presente progetto era valutare prospetticamente 1’abilita
procreativa di una coorte di pazienti affetti da MW con fenotipo prevalente epatologico,

precocemente diagnosticati ed in trattamento da almeno 5 anni.

V.11 Pazienti e metodi

Lo studio é stato condotto prospetticamente arruolando i pazienti con diagnosi di MW
sequiti in follow-up presso I’AOU Federico II di Napoli al fine di studiarne la salute
riproduttiva e compararla a controlli sani paragonabili per sesso, eta e BMI. Oltre le
capacita procreative della specifica popolazione, anche 1’eventuale impatto della terapia
della MW sulla fertilita veniva analizzato. | pazienti erano arruolati dal Dipartimento di
Scienze Mediche Traslazionali, Sezioni di Pediatria e Medicina Interna, e dal
Dipartimento di Neuroscienze e Scienze Riproduttive e Odontostomatologiche, sezione
di Neurologia. | controlli sani sono stati reclutati tra i pazienti afferenti al Centro di
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Sterilita e Infertilita di coppia del Dipartimento di Neuroscienze e Scienze Riproduttive
e Odontostomatologiche, Sezione di Ginecologia, della stessa AOU. In particolare, sono
state selezionate donne di coppie in cui I’infertilita era legata a fattore maschile e uomini
da coppie con infertilita per fattore femminile. | pazienti erano eleggibili per lo studio
se prestavano il loro consenso informato alla partecipazione allo studio e al trattamento
dei dati personali, se avevano diagnosi confermata per MW ad interessamento epatico
ed erano in trattamento da almeno 5 anni. Criteri di inclusione per le femmine erano
inoltre: eta tra 17 e 36 anni e BMI tra 18 e 28 Kg/m?. Erano escluse le donne con
comorbidita come endocrinopatie, sindrome dell’ovaio policistico, endometriosi, donne
in trattamento con farmaci contraccettivi o altri in grado di alterare la fertilita, donne
gravide. Criteri di inclusione per i maschi erano: eta tra 17 e 40 anni e BMI tra 19 e 29
Kg/m?. Criteri di esclusione per la popolazione maschile erano: altre malattie genetiche
0 patologie autoimmuni o endocrinopatie, trattamenti in atto potenzialmente in grado di
alterare la fertilita. Per la selezione della popolazione di controllo sono stati utilizzati gli

stessi criteri di inclusione ed esclusione, fatta eccezione per la diagnosi di Wilson.

Per ogni paziente incluso nello studio venivano raccolti i seguenti dati: eta
all’arruolamento, BMI all’osservazione, eta alla diagnosi, durata del follow-up, terapie
effettuate in precedenza per la malattia di Wilson e terapia in atto con relativi dosaggi,
valutazione della aderenza al trattamento sulla base di criteri anamnestici e
laboratoristici, fenotipo clinico della malattia di Wilson, genotipo, stato civile, eventuali
gravidanze gia portate a termine e numero e cause di eventuali aborti o complicanze
riscontratesi in gravidanza o al parto e terapie effettuate in corso di gestazione per le

donne, numero e stato di salute dei figli dei pazienti.

| pazienti con MW erano classificati in Responders e Non-Responders sulla base dei
dati clinici, degli enzimi epatici e dei parametri del metabolismo del rame.(109) In caso
di mancata risposta al trattamento, segni di scarsa aderenza, dosaggio inadeguato o altre

coesistenti cause di epatopatia erano ricercate.

Per ogni paziente di sesso maschile 1’analisi del liquido seminale al tempo O e dopo tre

settimane e stata effettuata secondo i criteri WHO 2010, rispettando i 3-5 giorni di
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astinenza prima della raccolta. L’eiaculato € stato valutato per aspetto, volume,
viscosita, pH, studio della motilita, vitalita, concentrazione e morfologia
spermatozoaria, eventuale presenza di cellule diverse dagli spermatozoi. E stata inoltre
effettuata la misurazione della frammentazione del DNA spermatico mediante Sperm
chromatin dispersion - Halosperm. La valutazione del liquido seminale e stata poi
integrata con valutazione laboratoristica dei seguenti parametri: FSH, LH, PRL,
testosterone, FT3, FT4, TSH.

Per ogni paziente di sesso femminile veniva praticato un prelievo al secondo-terzo
giorno del ciclo mestruale per determinare i livelli di FSH, LH, estradiolo e AMH ed
una ecografia pelvica per la conta dei follicoli antrali (AFC) entro il 5° giorno del ciclo
mestruale. Ulteriori ecografie erano effettuate successivamente per monitorare
I’ovulazione e procedere al dosaggio del progesterone in fase luteale. Venivano inoltre

testati i livelli di prolattina, TSH, FT4 ed FT3.

La popolazione era stratificata per eta alla diagnosi, clinica e trattamento in atto e tutti i
risultati comparati a quelli del gruppo di controllo. Le varabili continue sono state
riportate come media + deviazione standard; le variabili categoriche sono state riportate
in numero assoluto e percentuali. La distribuzione delle variabili continue é stata
valutata con test di Shapiro. Le variabili continue a distribuzione parametrica sono state
confrontate tra i gruppi di studio con test t di Student. Le variabili continue a
distribuzione non parametrica sono state confrontate tra i gruppi con Mann-Whitney U
test. Le variabili discrete sono state studiate con il Test esatto di Fisher. Il software
utilizzato era SPSS 20.0. Un valore di p-value <0.05 era considerato statisticamente

significativo.

V.11l Risultati

Dei 79 pazienti valutati per lo studio, 26 pazienti di cui 12 maschi erano inclusi sulla
base dei criteri di inclusione ed esclusione definiti. Tutti, eccetto una donna, erano
diagnosticati in eta pediatrica ed il tempo medio totale di follow-up era 21.7+6.6 anni.

Al momento della diagnosi, 23 (88.5%) pazienti presentavano ipertransaminasemia,
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21(80.8%) avevano epatomegalia e 6 (23.1%) splenomegalia; nessun paziente
presentava sintomi neurologici. Un paziente aveva ricevuto diagnosi in fase
presintomatica in seguito a screening familiare.

Il campione di pazienti di sesso maschile presentava un’eta media all’arruolamento di
29.6+5.38 anni ed un’eta media alla diagnosi di MW di 6.5£3.9 anni. Il BMI medio era
24.6+4.33 Kg/m?. Undici (91.7%) pazienti erano Responder al trattamento, mentre un
paziente risultava Non Responder per verosimile scarsa aderenza alla terapia. Due
pazienti avevano segni di ipertensione portale e ipersplenismo. Nove (75%) pazienti
erano stati trattati inizialmente con D-penicillamina e successivamente con sali di zinco;
due (16.7%) pazienti avevano sempre effettuato terapia con zinco e di essi uno passava
a D-penicillamina; 1 (8.3%) paziente era trattato esclusivamente con D-penicillamina.
Nel complesso 10 pazienti erano in terapia con zinco al momento dello studio e 2 in D-
penicillamina. Sei (50%) dei dodici pazienti risultavano sposati /o desiderosi di prole;
4 dei 6 avevano nel complesso 5 figli. Nessuno di loro riportava storia di infertilita.

Il gruppo di controllo era costituito da 12 uomini di cui 9 completavano il protocollo di
studio. Essi non differivano dai pazienti per eta media all’osservazione (30.8+6.25 anni,
p=0.6) e BMI (24.3+2.36 Kg/m?, p=0.8).

L’analisi comparata tra pazienti e controlli del liquido seminale (Tabella 4) mostrava
nei pazienti Wilson una ridotta motilita spermatica totale (p=0.03) e ad un’ora (p=0.01);
il dato era confermato quando i soli pazienti Responder erano comparati ai controlli
(p=0.02 per la motilita totale; p=0.01 per la motilita ad un’ora). Nessuna differenza era
evidenziata tra i pazienti con alterata motilita e quelli con normale motilita in termini di
eta, BMI, genotipo, durata del follow-up, tipo di terapia. Una severa oligo-asteno-
teratozoospermia era identificata nel paziente Non Responder, mentre solo uno dei
pazienti Responder, con non ottimale aderenza alla terapia, mostrava oligospermia.
Pazienti e controlli erano comparabili per conta spermatica e percentuale di forme
normali ed il dato era confermato quando si paragonavano i soli Responder ai controlli.
La misurazione della frammentazione del DNA spermatico era comparabile tra pazienti
e controlli, e nella norma. I parametri ormonali erano anch’essi nella norma (Tabella 5)

e comparabili tra pazienti e controlli.
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Maschi con MW (n=12) _
Controlli (n=9) p-value
Responder (n=11)
Eta all’osservazione 29.6%5.38 30.80+6.25 0.6
(anni) 30.624.40 o 0.9
24.6+4.33 0.8
BMI (Kg/m?) 24.3+2.36

24.35+2.9 0.9
Conta spermatica 51.52+37.83 66.44427 08 0.3
(x10%ml) 56.72+35.60 S 0.4
(x10%eiaculato) 188.14+128.40 T 0.7
. 44.78+21.65 0.03

Motilita totale (%) 61.88+11.03
46.64+14.35 0.02
. 47.85+21.52 0.01

Motilita ad 1 ora (%) 69.44+11.02
50.58+18.50 0.01
) 5.75+3.05 0.8

Forme normali (%) 5.55+2.12

6.16+2.96 0.6

Tabella 4. Caratteristiche del liquido seminale in 12 pazienti con malattia di Wilson (MW)
maschi (di cui 11 Responder) e 9 controlli.

Maschi con MW (n=12) Femmine con MW (n=14)
FSH (mIU/ml) 3.80+1.4 5.44+2 81
LH (mlU/ml) 3.7+1.8 3.36+1.65
Testosterone (ng/dl) 444.3+181.4 ND
Estradiolo (pg/ml) ND 89.60+60.45
PRL (ng/ml) 6.60+1.71 10.25+5.60
TSH (nIU/ml) 2+1.9 2.21+1.22
FT3 (pg/ml) 3.5+0.4 3.4+0.6
FT4 (ng/dl) 1.1+0.2 1.01+0.12

Tabella 5. Profilo ormonale in 12 maschi e 14 femmine affette da malattia di Wilson (MW).

ND: non determinato.

Le pazienti di sesso femminile presentavano un’eta media all’arruolamento di
27.10+£6.93 anni ed un’eta media alla diagnosi di 5.42+5.8 anni. Il BMI medio

all’osservazione era 22+2.8 Kg/m?. Undici (78.6%) pazienti erano Responder alla
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terapia e 3 Non Responder per scarsa aderenza. Una sola donna, poco aderente al
trattamento, aveva sviluppato cirrosi con lieve ipersplenismo e sintomatologia
neurologica. La durata media del trattamento era 19.71+5.88 anni. Sette (50%) di 14
pazienti avevano iniziato il trattamento con D-penicillamina ed una (7.1%) con trientina;
tutte shiftavano successivamente a zinco. Sei pazienti (42.9%) erano trattate con zinco
come terapia di prima linea e solo una paziente passava a D-penicillamina per effetti
collaterali da zinco. Al momento dello studio, 13 (92.8%) pazienti erano in terapia con
zinco ed una con D-penicillamina.

Otto (57.1%) pazienti erano sposate e/o desiderose di prole e di queste, quattro avevano
nel complesso 6 figli. Due (14.3%) riportavano storia di aborti spontanei e altre due
(14.3%) storia di infertilita.

Il gruppo di controllo era costituito da 15 donne di cui 10 completavano il protocollo di
studio. Esse non differivano dalle pazienti per eta media (26+4.76 anni, p=0.6) e BMI
(20.4+2.37 Kg/m?, p=0.1)

Nessuna significativa differenza era riscontrata tra pazienti e controlli in termini di
markers di riserva ovarica (Tabella 6). In merito ai valori di AMH, essi erano stratificati
per eta e 2 pazienti presentavano un risultato incluso tra il 5° ed il 25° percentile, 5 tra
il 25° ed il 50° percentile, 2 tra il 50° ed il 75° percentile e 5 oltre il 75° percentile. Nel
gruppo di controllo, tre avevano valori tra il 5° ed il 25° percentile, 4 tra il 25° ed il 50°
percentile, 1 tra il 50° ed il 75° percentile e 2 oltre il 75° percentile. | valori di AMH
erano comparabili quando valutati tra donne inizialmente trattate con D-penicillamina e
quelle trattate con zinco (4.79+2.82 vs 5.85+3.48 ng/ml rispettivamente, p=0.42). II
profilo ormonale differiva tra pazienti e controlli solo in termini di LH (3.36x£1.65 vs
6.25+1.03 mlU/ml rispettivamente, p<0.001); tutti gli altri ormoni erano inoltre nel
range di normalita. | valori di progesterone al 21° giorno del ciclo ovarico (valori medi
10.4+6.7 ng/ml) ed il quadro ecografico erano suggestivi di ovulazione nel 50% delle

donne studiate.
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Femmine con MW (n=14) )
Controlli (n=10) p-value
Responder (n=11)
N all? : 27.1+6.93 0.6
Eta all osservazione 26+4.76
(anni) 26.8+6.49 0.7
22+2.80 0.1
BMI (Kg/m?) 20.4+2.37
22.1+3.02 0.1
5.4+3.28 0.08
AMH (ng/ml) 3.5+£1.76
4.91+3.23 0.2
16+3.6 0.15
AFC 13.14+5.20
14.71+2.84 04
5.44+2 .81 0.9
FSH (mIU/ml) 5.60+3.42
5.23+3.63 0.8

Tabella 6. Markers di riserva ovarica in 14 femmine con malattia di Wilson (MW) (di cui 11
Responder) ed in 10 controlli.

V.1V Discussione

In letteratura non sono presenti studi che valutino sistematicamente la funzione
riproduttiva dei pazienti affetti da MW ed in particolare, la riserva ovarica e la qualita
del liquido seminale. Questo lavoro rappresenta il primo studio prospettico
sull’argomento. Esso analizza una casistica di pazienti con MW ad esordio epatico € con
un lungo follow-up medio ed é stato reso possibile dalla disponibilita di un Team
multidisciplinare dedicato alla gestione diagnostico-terapeutica dei pazienti con MW. Il
lavoro e focalizzato, inoltre, su un aspetto precedentemente impensabile da investigare
in una patologia che era tardivamente diagnosticata e caratterizzata da una popolazione
di pazienti seriamente compromessi dalla patologia. Per questo motivo, rappresenta
anche uno stimolo a dirigersi verso nuovi percorsi di ricerca per la MW, mirati al
miglioramento della qualita di vita di pazienti per cui € ormai nota una sopravvivenza
sovrapponibile alla popolazione generale quando precocemente diagnosticati e
adeguatamente trattati.

Obiettivo primario dello studio era valutare prospetticamente il potenziale riproduttivo
di pazienti con MW in terapia di mantenimento. | risultati ottenuti hanno evidenziato

una riduzione della sola motilita spermatica nei maschi con MW senza identificarne
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fattori predittivi, cosi che é difficile stabilire se essa sia da attribuirsi alla MW o al suo
trattamento. Sebbene in precedenza sia stato ipotizzato un ruolo chiave del genotipo,
nella casistica esaminata non € stato possibile identificare una correlazione genotipo-
fenotipo per I’esiguita del campione e I’eterogeneita dello stesso. Tuttavia, due pazienti
omozigoti per la mutazione H1069Q, in trattamento con D-penicillamina il primo e
zinco I’altro, avevano normale spermiogramma ed un figlio ognuno, cosi che appare piu
plausibile che I’alterazione del liquido seminale sia da correlarsi alla patologia di base.
A dimostrazione di cio € il dato che il paziente con severa oligo-asteno-teratozoospermia
era un Non Responder scarsamente aderente al trattamento prescritto. Dato che la gran
parte dei pazienti arruolati presentavano una normale funzione epatica e buone
condizioni cliniche generali, e ipotizzabile che la riduzione della motilita spermatica,
identificata anche nei pazienti Responder, sia attribuibile alla MW e probabilmente alla
ridotta capacita ossidante per riduzione della superossido dismutasi rame-zinco.(148)
Per quanto riguarda la concentrazione degli spermatozoi, non emergeva una differenza
statisticamente significativa anche se con un esiguo numero di casi valutati, ma era
possibile osservare un trend alla riduzione del numero degli spermatozoi potendo, pero,
essere definiti oligospermici solo due pazienti.

Per quanto riguarda le pazienti di sesso femminile, non venivano riscontrate differenze
statisticamente significative tra il gruppo di studio e di controllo in merito ai markers
della riserva ovarica. Cio consente di ipotizzare che se precocemente diagnosticata e
trattata, la MW e la sua terapia non interferiscano con la riserva ovarica, verosimilmente
influenzata invece dalla severita di malattia. Similmente allo studio di Kaushansky et al.
il presente lavoro mostrava ridotti livelli di LH nelle donne con MW sebbene non sia
possibile darne una plausibile spiegazione. Per questo e I’alta percentuale di cicli
anovulatori dimostrata, piu ampi studi multicentrici sono necessari.

In conclusione, nonostante il limite di una ristretta dimensione del campione studiato, e
possibile affermare che nei pazienti con MW ad esordio epatico, precocemente
diagnosticati e trattati, non sembra esserci una alterazione del potenziale riproduttivo
sebbene vi sia una ridotta motilita spermatica nel sesso maschile e bassi livelli di LH nel

sesso femminile. | pazienti con peggior controllo della malattia sembrano essere quelli
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con una maggiore compromissione della salute riproduttiva, ancora una volta stressando

I’importanza della diagnosi precoce.

I risultati di questo studio sono stati pubblicati in Reproductive Biomedicine Online nel 2021
(lorio GG, Conforti A, Vallone R, Carbone L, Matarazzo M, De Rosa A, De Rosa P, Picarelli
S, Fedele F, Perruolo G, Formisano P, lorio R, Alviggi C, Di Dato F. Reproductive function of
long-term treated patients with hepatic onset of Wilson's disease: a prospective study. Reprod
Biomed Online. 2021 Apr;42(4):835-841).
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Capitolo VI

Ottimizzazione della posologia dello zinco in relazione ai parametri del
metabolismo di rame e zinco ed agli effetti collaterali

VLI Introduzione e razionale dello studio

| sali di zinco sono, come gia precedentemente descritto, indicati per il trattamento dei
pazienti asintomatici, come terapia di mantenimento e possono essere utilizzati come
terapia di prima linea per i pazienti con esordio neurologico.(17, 42-44) Vista la
progressione nel tempo della patologia, viene da sé che quando la diagnosi & posta
precocemente in eta pediatrica, essi rappresentano uno dei trattamenti di scelta per la
terapia long-life della malattia nel bambino. Tuttavia, lo zinco & uno dei pochi farmaci
la cui posologia non tiene conto del peso, ma soltanto dell’eta. Cido determina che
bambini in un range d’eta ampio con pesi notevolmente differenti, quali possono essere
trai 6 e i 16 anni, assumano lo stesso dosaggio di farmaco. Come inoltre riportato, il
monitoraggio della terapia con zinco e effettuato sulla base di cupruria, zincuria e
zinchemia, ma non ci sono raccomandazioni precise su possibili aggiustamenti
terapeutici da praticare quando i parametri suddetti non rientrano nei target desiderati.
Anche nel caso in cui la cupruria fosse <30 pg/24h e quindi il paziente necessiti di un
aggiustamento terapeutico,(44) come modulare il trattamento e lasciato alla mera
esperienza del clinico. Allo stesso modo, non ci sono indicazioni sulle modifiche da
apportare quando i livelli di zincuria o zinchemia aumentano eccessivamente.
L'interruzione temporanea della terapia con lo zinco non & raccomandata a causa
dell'alto rischio di insufficienza epatica acuta. C’é poi da sottolineare che, con il
miglioramento della sopravvivenza media dei pazienti, sempre piu frequenti in
letteratura sono i case-report relativi a deficit di rame in pazienti destinati ad un
trattamento long-life decopperizzante. Infine, sebbene sia riportato che I’iperenzimemia
pancreatica da assunzione di zinco sia un effetto avverso benigno, non esistono studi
che ne dimostrino a lungo termine il mancato impatto negativo sulla funzionalita
endocrina ed esocrina del pancreas. Sono stati riportati, infatti, casi di danno pancreatico

da zinco nell’uomo e nell’animale.(149-151)
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In questo contesto, sembra auspicabile determinare una dose individualizzata di zinco
basata su parametri clinici e biochimici. Da tutto cio origina I’idea del seguente studio,
di provare ad identificare nei pazienti con la MW una variabile che consenta di
prescrivere un dosaggio personalizzato di zinco adeguato a garantirne 1’efficacia,

prevenendo il rischio a lungo termine sia di tossicita che di carenza di rame.

V111 Obiettivo dello studio
L’obiettivo principale dello studio ¢ di identificare eventuali correlazioni tra la dose
di zinco, normalizzata per peso o per superficie corporea, e i parametri del
metabolismo di rame e zinco.
Gli obiettivi secondari sono la valutazione di eventuali correlazioni tra i parametri del
metabolismo di rame e zinco con il profilo lipidico e con gli enzimi pancreatici, al

fine di valutare I’impatto di tali metalli sulle loro alterazioni.

VL1111 Pazienti e metodi

Venivano valutati pazienti affetti da MW in follow-up presso il Dipartimento di Scienze
Mediche Traslazionali, nelle Sezioni di Pediatria e di Medicina Interna, e presso il
Dipartimento di Neuroscienze e Scienze riproduttive ed odontostomatologiche,
dell’Universita degli Studi di Napoli Federico 1. Erano inclusi nell’analisi i pazienti con
diagnosi confermata di MW sulla base del test genetico o della determinazione del rame
intraepatico e per cui erano disponibili dati di follow-up riguardanti durata della
malattia, gestione terapeutica, parametri del metabolismo del rame ed enzimi epatici.
Venivano invece esclusi quelli in terapia combinata o sola terapia chelante per tutto il
periodo di follow-up e i pazienti con follow-up < 1 anno.

Per ogni paziente venivano retrospettivamente raccolti i seguenti dati: eta alla diagnosi;
modalita di esordio (epatico, neurologico e/o psichiatrico, presintomatico); dati clinici
(peso e altezza) e di laboratorio (zincuria, cupruria, zinchemia, cupremia, AST, ALT,
colesterolo, trigliceridi, lipasi e amilasi) annualmente dal secondo anno di follow-up;
tipo di sale di zinco assunto e dose; notizie anamnestiche riguardanti 1’aderenza al
trattamento. Venivano calcolate per ogni osservazione la dose di zinco pro-Kg e pro-

Superficie corporea (m?). Venivano esclusi i periodi in cui il paziente praticava terapia
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concomitante con farmaci diversi da quelli per la MW o in cui il paziente faceva terapia
chelante o combinata o se ¢’era una gravidanza in atto. La buona aderenza era valutata
sulla base di cupruria <75ug/24h, zincuria > 2000 pg/ 24h e zinchemia >125 pg/dl.
L’alterazione di almeno 2 dei precedenti parametri veniva considerata come indicativa
di scarsa aderenza al trattamento.

Le osservazioni raccolte venivano analizzate prima nel complesso; successivamente
quelle relative alla sola terapia con zinco acetato (ZnA) e zinco solfato (ZnS) venivano
analizzate separatamente, considerando prima ogni gruppo in generale,
indipendentemente dalla compliance, e poi solo le osservazioni complianti di ogni
sottogruppo. Erano anche analizzate le correlazioni tra altre variabili: zincuria, cupruria,
zinchemia, colesterolo, trigliceridi, lipasi e amilasi. Per valutare gli effetti collaterali
pancreatici della terapia con zinco le osservazioni erano distinte in due gruppi, con e
senza iperenzimemia pancreatica a seconda che presentassero almeno una alterazione di
tali enzimi o entrambi gli enzimi nella norma.

Le variabili continue sono state riportate in forma di media + deviazione standard o
mediana e range; le variabili categoriche sono state riportate in numero assoluto e
percentuale. Le variabili continue sono state confrontate tra i gruppi con test t student o
Mann-Whitney U-test. Le variabili discrete erano esaminate con test del Chi quadro.
L’analisi di regressione lineare semplice é stata effettuata per le variabili continue.
L’analisi statistica dei dati ¢ stata elaborata tramite GraphPad Prism 9 e SPSS 28.0. Il p-

value é stato considerato significativo per valori inferiori a 0.05.

V1.1V Risultati

Risultavano eleggibili per lo studio 52 pazienti. La corte di studio era costituita da 34
maschi (65.4%); 16 (30.8%) pazienti erano in eta pediatrica.

L’eta media alla diagnosi di MW era di 6 + 4.5 anni. 43 pazienti (82.7%) esordivano con
segni di epatopatia; in 2 (3.8%) il fenotipo clinico d’esordio era caratterizzato da
epatopatia e sintomi neurologici e/o psichiatrici; 7 (13.5%) erano diagnosticati in fase
asintomatica mediante screening familiare. La durata mediana del follow-up era di 19.71

anni (range 2.1-38 anni). Della coorte di pazienti studiati, 20 (38.5%) avevano praticato
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in passato terapia con zinco solfato per poi passare a zinco acetato; 25 pazienti della
coorte (48.1%) avevano effettuato terapia con chelante, in particolare D-penicillamina,
per poi switchare a sali di zinco per effetti collaterali o per passaggio a terapia di
mantenimento; 7 pazienti della corte (13.4%) erano sempre stati in terapia con zinco
acetato.

Venivano inclusi i dati per 181 osservazioni di pazienti in terapia con ZnS, di cui 117
(64.6%) complianti; 178 erano le osservazioni incluse per i pazienti in terapia con ZnA,
di cui 137 (76.9%) complianti (p=0.011). Il totale di osservazioni di pazienti in terapia
con zinco (sia solfato, sia acetato) era quindi di 359, di cui 254 (70.8%) complianti. Le
osservazioni in cui si evidenziava iperenzimemia pancreatica erano 90 (27.3%) su 330
per cui erano disponibili 1 dati: 42/176 (23.9%) nel gruppo ZnA e 48/154 (31.2%) nel
gruppo ZnS (p=NS). Quando si valutavano i soli pazienti complianti, I’iperenzimemia
pancreatica si osservava in 67/238 (28.2%) casi, 38/136 (27.9%) tra quelli in ZnA e
29/102 (28.4%) tra quelli in ZnS (p=NS). Nessuna associazione statisticamente
significativa si evidenziava tra complianti e non, in termini di iperenzimemia
pancreatica nell’intera popolazione e nell’ambito del sottogruppo ZnS.
L’iperenzimemia era invece significativamente piu frequente nelle valutazioni con
buona aderenza al trattamento con ZnA rispetto a quelle con scarsa aderenza (38.8% vs
11.1%, p=0.02).

VILIV.I Analisi dell’intera popolazione

Nell’intera popolazione, quando distinta in base al trattamento (ZnA vs ZnS), si
osservavano differenze statisticamente significative per zinchemia (221.89+£63.06 vs
183.19+44.1 pg/dl, p<0.001), zincuria (4149.48+1919.79 vs 3318.41+1840.87 ug/24h,
p<0.001) e colesterolo totale (152.28+34.91 vs 180.53+54.78 mg/dl, p<0.001). Nei
complianti (ZnA vs ZnS) erano significative zinchemia (226.2+63.32 vs 191.06+43.67
pg/dl, p<0.001), zincuria (4408.07+1791.08 vs 3685.6+1749.34 ug/24h, p=0.007),
cupruria (49.52+21.71 vs 57.07+28.79 pg/24h, p=0.044), cupremia (34.48+21.48 vs
24.73+18.99 mg/dl, p=0.025) e colesterolo totale (147.9£32.55 vs 167.73+38.27 mg/dl,
p<0.001). Quando I’analisi di comparazione veniva effettuata tra complianti ¢ non

complianti, si osservavano differenze statisticamente significative in termini di
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zinchemia (211.93+58.66 vs 182.67+£51.9 pg/dl, p<0.001), zincuria (4138.6+1805.37 vs
2783.58+1930.55 pg/24h, p<0.001), cupruria (52.62+25.06 vs 113.82+75.7 ug/24h,
p<0.001), colesterolo (157.07+36.6 vs 191.01+63.32 mg/dl, p<0.001). Le differenze per
gli enzimi pancreatici nell’intera popolazione non venivano valutate perché nel corso
degli anni sono cambiati i ranges di riferimento e le metodiche utilizzate.

Quando le osservazioni erano distinte, invece, sulla base della presenza di
iperenzimemia pancreatica, quelle con iperenzimemia mostravano valori medi piu bassi
di cupruria (56.37+£34.51 vs 70.78+53.11 ug/24h, p=0.013) e piu elevati di colesterolo
(181.04+72.11 vs 158.89+34.30 mg/dl, p=0.006). L’ analisi effettuata nei soli pazienti
complianti non confermava questi dati, ma evidenziava invece una cupremia
significativamente piu bassa nei pazienti con iperenzimemia (21.54+14.07 vs
33.14+21.78 mg/dl, p=0.012).

Le correlazioni tra le variabili nell’intero campione sono riportate in Figura 7.
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Figura 7. Matrice di correlazione per 359 osservazioni riguardanti 52 pazienti con malattia di
Wilson.
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In Figura 8 sono riportate quelle relative alle osservazioni per cui vi era buona

aderenza al trattamento.
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Figura 8. Matrice di correlazione per 254 osservazioni in cui e stata valutata una buona

Le principali significativita statistiche riscontrate erano relative alla correlazione diretta
tra zinchemia e zincuria (p=0.001) (Figura 9), quella indiretta tra colesterolo e
zinchemia (p<0.001) (Figura 10) o zincuria (p<0.001) (Figura 11), e quella positiva tra
colesterolo e trigliceridi (p<0.001) (Figura 12). Inoltre, I’amilasi risultava correlata

positivamente alla lipasi (p<0.001) (Figura 13) e negativamente alla cupremia

(p=0.015) (Figura 14).

Quando I’analisi era limitata al gruppo compliante, si confermavano le correlazioni
positive tra colesterolo e trigliceridi (p<0.001) e amilasi e lipasi (p<0.001). Erano anche

presenti correlazioni inverse tra zincuria e colesterolo (p<0.001), amilasi e cupremia

(p<0.001).

aderenza al trattamento.
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Figura 9. Correlazione diretta tra zinchemia e zincuria in 359 osservazioni di 52 pazienti con
malattia di Wilson.
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Figura 10. Correlazione inversa tra zinchemia e colesterolo sierico in 359 osservazioni di 52
pazienti con malattia di Wilson.
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Figura 11. Correlazione inversa tra zincuria e colesterolo sierico in 359 osservazioni di 52
pazienti con malattia di Wilson.
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Figura 12. Correlazione diretta tra colesterolo e trigliceridi sierici in 359 osservazioni di 52
pazienti con malattia di Wilson.

p<0.001
400+
® L]
L
300
5
@ 200+
2
-
100
0 1 1 I 1
0 100 200 300 400

Amilasi U/l

Figura 13. Correlazione diretta tra amilasi e lipasi sieriche in 359 osservazioni di 52 pazienti
con malattia di Wilson.
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Figura 14. Correlazione inversa tra amilasi sierica e cupremia in 359 osservazioni di 52
pazienti con malattia di Wilson.
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VILIV.I1 Analisi dei due sottogruppi ZnA e ZnS

Le caratteristiche dei due sottogruppi di trattamento e le differenze evidenziate tra le
osservazioni con buona aderenza al trattamento e non, nell’ambito dei sottogruppi, SONo
riportate in Tabella 7. In entrambi i sottogruppi si evidenziava, come atteso, una
differenza statisticamente significativa tra complianti e non, in termini di zincuria e
cupruria (p<0.001 e p=0.004 rispettivamente nel gruppo ZnA e ZnS per la zincuria;
p<0.001 in entrambi i gruppi per la cupruria). Da notare, valori significativamente piu
elevati di colesterolemia nelle osservazioni con scarsa aderenza al trattamento rispetto a

quelle con buona compliance (p=0.001 e p<0.001 rispettivamente nel gruppo ZnA e

Zns).

 Tabella 7. Caratteristiche clinico-laboratoristiche di 359 osservazioni in 52 pazienti con

malattia di Wilson, suddivise per tipo di zinco e aderenza al trattamento.
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Zn Acetato Zn Solfato
Buona
- Buona Aderenza _
Totale Aderenza valmolue Totale vallolue
Scarsa Aderenza Scarsa Aderenza
Dose 1.92+0.55 1.900.54 0.493 8.41+2.89 8.25£2.85 0.323
mg/Kg/die wee 1.97+0.57 ' e 8.70+2.97 '
Dose 64.57+17.26 259.65+73.18
mg/m?/die 65.44+17.10 0.219 | 265.52+74.40 0.154
68.55+16.4 276.40+76.01
Zinchemia 226.2+63.32 191.06+43.67
pg/dl 221.89+63.06 0.09 183.19+44.10 0.007
204.07+59.77 169.47+41.84
Zincuria 4408.17+1791.08 3685.60+1749.34
Lg/24h 4149.48+1919.79 <0.001 | 3318.41+1840.87 0.004
2990.18+2079.57 2640.54+1834.37
Cupremia 34.48+21.48 24.73+18.99
pg/dl 31.85+21.24 0.021 34.59+24.87 <0.001
23.64+18.60 45.41+26.30
Cupruria 49.52+21.71 57.07+28.79
Hg/24h 64.81+48.96 <0.001 | 74.68+56.05 <0.001
122.65+74.60 107.54+76.68
Colesterolo 147.9+32.55 168.73+38.27
mg/dl 152.28+34.91 0.001 180.53+54.78 <0.001
168.38+38.88 204.30+70.99
Trigliceridi 144.29+86.48 165.16+85.66
mg/dl 150.93+94.62 0.082 167.37+99.44 0.686
174.55+117.46 171.48+121.61
Amilasi 91.66+44.43 106.84+57.23
IU/L 88.93+41.21 0.03 110.77+59.25 0.250
79.32425.13 118.48+62.90
Lipasi 62.48+53.23 72.48+71.57
1U/L 58.49+48.93 0.069 71.43+68.16 0.819
45.11+26.90 62.67+33.53




Nelle Tabelle 8 e 9 sono riportate, per ogni sottogruppo di osservazioni, le

caratteristiche clinico-laboratoristiche del campione totale e dei soli complianti, distinti

sulla base dell’iperenzimemia pancreatica.

Gruppo ZnA Gruppo ZnA complianti
Iperenzimemia Iperenzimemia p- Iperenzimemia | Iperenzimemia p-

presente assente value presente assente value
Dose
mg/Kg/die 2.16+0.54 1.83+0.53 <0.001 2.14+0.57 1.80+0.51 0.001
Dose 71.78+17.92 63.05+16.19 71.89+18.40 61.36+15.83 1
Zinchemia
ug/d| 246.46+68.29 215.02+60.37 0.012 246.88+69.38 218.84+60.14 0.034
Zincuria
ug/24h 4116.57+1564.36 | 4168.90+2039.93 | 0.889 | 4116.57+1564.36 | 4541.33+1877.27 | 0.24
Cupremia
u;/?zll : 26.25+15.17 32.67+21.95 0.35 25.41+15.71 36.1+22.1 0.146
Cupruria
ug/24h 49.77+20.4 69.72+54.51 0.001 50.42+20.31 49.4+22.39 0.815
Colesterolo
mg/d| 152.02+31.51 152.36+36.05 0.957 150.29+31.07 146.97+33.21 0.595
Trigliceridi
mg/gdl 119.59+48.53 159.68+102.87 <0.001 121.35+48.98 152.95+95.74 0.013
Amilasi
U/L 135.33+52.35 73.94+21.27 <0.001 138.42+53.72 73.15+20.45 <0.001
Lipasi
U/L 113.65+69.32 40.1+16.2 <0.001 114.85+72.87 42.15+16.91 <0.001

~ Tabella 8. Caratteristiche clinico-laboratoristiche di 178 osservazioni in zinco acetato (ZnA) e
delle 137 con buona aderenza al trattamento, distinte sulla base dell’iperenzimemia pancreatica.
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Gruppo ZnS

Gruppo ZnS solo complianti

Iperenzimemia Iperenzimemia p- Iperenzimemia | Iperenzimemia p-
presente assente value presente assente value
Dose
ma/Kldie 9.41+3.38 8.17+2.82 0.02 9.13+3.97 8.0642.5 0.199
Dose
mgime/die | 2837:85.16 266.87+474.38 | 0226 | 269.89+90.48 | 263.98+71.26 | 0.071
Zinchemi
H(.Ilr/]é:' emia | 173.18+40.79 179.02+41.85 | 0427 | 188.13+37.79 | 185.64+42.92 | 0.814
Zincuria
/2 3262.58+1840.81 | 3426.2+1926.83 | 0.715 | 3422.08+1383.85 | 3815.48+1889.55 | 0.485
Cupremia
u;/%l ! 27.06422.53 335242389 | 0.399 13.8+5.02 26.61+19.91 | 0.006
Cupruria
1g/24h 65.42+46 51 72.2451.45 0543 | 54.76+30.18 57.75+¢28.45 | 0.713
Colesterol
m% /%Sl erolo 1 906.44487 166.97+30.28 | 0.003 | 174.86+50.9 161.44+29.81 | 0.191
—
mrg'f’d:cer" 176.1+136.23 162.49+72.81 | 0517 | 183.97+412928 | 157.84+61.78 | 0.305
Amilasi
UL 179.42+57.68 79.69422.31 | <0.001 | 175.83+60.86 79.44+218 | <0.001
Lipasi
UL 140.5+98.16 43.8+15.46 0027 | 14671410432 | 43611544 | 0.04

Tabella 9. Caratteristiche clinico-laboratoristiche di 181 osservazioni in zinco solfato (ZnS) e
delle 117 con buona aderenza al trattamento, distinte sulla base dell’iperenzimemia pancreatica.

Le correlazioni per il gruppo dello ZnA, analizzato nel complesso e includendo le sole
osservazioni con buona aderenza al trattamento, sono rappresentate in Figura 15 e

Figura 16, rispettivamente.
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Figura 15. Matrice di correlazione per 178 osservazioni riguardanti il trattamento con zinco
acetato.
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Figura 16. Matrice di correlazione per le sole 137 osservazioni riguardanti il trattamento con
zinco acetato in cui e stata evidenziata buona aderenza alla terapia.

In Figura 17 e Figura 18 sono riportate le correlazioni per il gruppo di osservazioni
dello ZnS.
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Figura 17. Matrice di correlazione per 181 osservazioni riguardanti il trattamento con zinco

solfato.
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Figura 18. Matrice di correlazione per le sole 117 osservazioni riguardanti il trattamento con
zinco solfato in cui ¢ stata evidenziata buona aderenza alla terapia.

Tra le correlazioni significative di maggiore rilievo, nel gruppo delle osservazioni con
buona aderenza al trattamento con ZnA, si segnala che la dose pro-Kg mostrava una
correlazione diretta con la zinchemia (p=0.006) (Fig.19), con I’amilasi (p=0.01) e con
la lipasi (p=0.003) (Fig.20). Allo stesso modo, la dose per m? era positivamente correlata
alla zinchemia (p=0.006) (Fig.21), all’amilasi (p<<0.001) ¢ alla lipasi (p<0.001) (Fig.22).
La cupruria mostrava una correlazione inversa con la cupremia (p=0.046). La zinchemia
era direttamente correlata alla lipasi (p=0.013), mentre la zincuria inversamente
correlata al colesterolo (p=0.040). Si confermavano la correlazione positiva tra
colesterolo e trigliceridi (p<0.001) e tra amilasi e lipasi (p<0.001), e quella inversa tra
amilasi e cupremia (p=0.006).

Nel gruppo delle osservazioni totali in zinco acetato, indipendentemente dalla
compliance, restavano significative tutte le precedenti correlazioni: positiva tra dose
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pro-Kg e zinchemia (p=0.044), amilasi (p=0.005) e lipasi (p<0,001); positiva tra dose
per m? e zinchemia (p=0.015), amilasi (p<0.001) e lipasi (p<0.001); inversa tra cupruria
e cupremia (p=0.01); diretta tra zinchemia e lipasi (p=0.009); negativa tra zincuria e
colesterolo (p=0.001); diretta tra colesterolo e trigliceridi (p<0.001), amilasi e lipasi
(p<0.001); inversa tra amilasi e cupremia (p=0.013). In aggiunta, la zinchemia mostrava
una correlazione diretta con la zincuria (p=0.018); il colesterolo mostrava una

correlazione inversa con la cupremia (p=0.048); la lipasi mostrava una correlazione
inversa con i trigliceridi (p=0.025).
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Figura 19. Correlazione diretta tra dose pro-Kg di zinco acetato (ZnA) e zinchemia in 137
osservazioni con buona aderenza al trattamento.
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Figura 20. Correlazione diretta tra dose pro-Kg di zinco acetato (ZnA) e amilasi e lipasi sieriche
in 137 osservazioni con buona aderenza al trattamento.
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Figura 21. Correlazione diretta tra dose di zinco acetato (ZnA) normalizzata per superficie
corporea e zinchemia in 137 osservazioni con buona aderenza al trattamento.
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Figura 22. Correlazione diretta tra dose di zinco acetato (ZnA) normalizzata per superficie
corporea e amilasi e lipasi sieriche in 137 osservazioni con buona aderenza al trattamento.

Per quanto riguarda il gruppo di osservazioni in ZnS, nell’ambito di quelle con buona
aderenza al trattamento, la dose proKg e per m? non risultavano significativamente
correlate ai parametri del metabolismo di zinco e rame né agli enzimi pancreatici. La
cupruria mostrava una correlazione inversa con la zinchemia (p=0.045), come atteso, e
con la zincuria (p=0.006); la zincuria mostrava una correlazione inversa con il
colesterolo (p=0.001); i trigliceridi mostravano una correlazione diretta con il
colesterolo (p=0.020) e con I’amilasi (p=0.002); il colesterolo mostrava una correlazione

diretta con la dose pro-Kg (p=0.007). Nel gruppo dei pazienti totali in terapia con zinco
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solfato, indipendentemente dalla compliance, si confermavano le seguenti correlazioni:
negativa tra zincuria e colesterolo (p<0.001); diretta tra trigliceridi e amilasi (p=0.031);
diretta tra colesterolo e dose proKg (p=0.002). Si riscontravano inoltre correlazioni
inverse tra zinchemia e colesterolo (p=0.032), cupruria e lipasi (p=0.025), cupremia e
cupruria (p<0.001); correlazioni positive tra amilasi e colesterolo (p=0.006), amilasi e
lipasi (p=0.049).

V1.V DISCUSSIONE

Nonostante la rarita della MW, la coorte di pazienti oggetto di studio era costituta da un
campione numericamente significativo grazie al PDTA attivo presso la AOU Federico
I1. Inoltre, era costituita da pazienti per lo piu diagnosticati in eta pediatrica, trattati per
lungo periodo con sali di zinco e con un lungo follow-up mediano, di circa 19 anni. Il
64.6% delle osservazioni di pazienti in terapia con zinco solfato, il 76.9% delle
osservazioni dei pazienti in terapia con zinco acetato, ed il 70.7% delle osservazioni
complessive dei pazienti in terapia con zinco, sia solfato che acetato, risultavano con
buona aderenza al trattamento. Si puo’ quindi dedurre che la coorte di pazienti oggetto
di studio, per la maggior parte del follow-up, abbia avuto una buona aderenza alla terapia
con zinco.

Nel gruppo delle osservazioni in zinco acetato (totale e solo complianti) si sono
riscontrate delle correlazioni dirette tra la dose pro-Kg e i livelli di zinchemia, di amilasi
e di lipasi, e tra la dose per m? e i livelli di zinchemia, di amilasi e di lipasi. Questi
risultati supportano il razionale del presente studio, indicando come peso e superficie
corporea possano essere parametri sulla cui base poter stabilire una dose individualizzata
del farmaco. Allo stesso tempo, la correlazione diretta con gli enzimi pancreatici
sostiene 1’ipotesi di una tossicita pancreatica dello zinco acetato dose-dipendente, oltre
che la possibilita di utilizzare tali variabili nel monitoraggio terapeutico e nel calcolo
del dosaggio, cosi da massimizzare I’efficacia del farmaco e ridurne gli effetti
collaterali. Queste correlazioni non si sono riscontrate invece nel gruppo di osservazioni
in zinco solfato (né sul totale, né sul gruppo delle sole con evidenza di buona aderenza).

Uno dei motivi puo’ essere rappresentato dalla minore affidabilita delle metodiche di
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valutazione di zinchemia, zincuria e cupruria, ai tempi di utilizzo dello zinco solfato e
cioé prima del 2004. Altra motivazione potrebbe essere la scarsita dei dati relativi agli
enzimi pancreatici nelle osservazioni piu datate rispetto alla vasta mole di dati
disponibili in quelle degli ultimi 10-15 anni.

L’impatto dose-correlato dello zinco acetato sugli enzimi pancreatici € anche dimostrato
dalle differenze statisticamente significative di dose proKg, dose per m? e zinchemia
evidenziate tra il sottogruppo con iperenzimemia e quello senza.

Nell’ambito delle analisi effettuate, si sono riscontrate anche delle correlazioni
persistenti in pit gruppi: la correlazione diretta tra zinchemia e zincuria; la correlazione
inversa di zincuria e zinchemia con colesterolo; la correlazione inversa tra cupremia e
amilasi; la correlazione diretta tra amilasi e lipasi; la correlazione diretta tra colesterolo
e trigliceridi.

Queste correlazioni, diretta tra i valori di lipasi e i livelli di zinchemia e inversa tra i
livelli di amilasi e la cupremia, avvalora ancora di piu I’ipotesi che I’iperenzimemia
pancreatica non sia un effetto della MW, ma della terapia con zinco. La correlazione
inversa tra cupremia e amilasi allo stesso tempo, potrebbe pero insinuare il dubbio
dell’iperenzimemia come segno di deficit di rame. Tuttavia, la mancata osservazione di
correlazioni costanti di amilasi e lipasi con la cupruria indebolisce questa ipotesi.

Altro dato che merita discussione € la correlazione inversa tra zinchemia e zincuria con
il colesterolo, e la correlazione diretta tra colesterolo e trigliceridi, che tenderebbero a
definire la dislipidemia come associata ad uno scarso controllo dell’epatopatia nei
pazienti con MW. Infatti I’aumento del rame intraepatico ¢ stato dimostrato essere
associato a steatosi epatica e dislipidemia. Anche in questo caso, pero, la letteratura e
ancora dibattuta tra I’ipotesi della dislipidemia come segno di mancato controllo della
MW o di deficit di rame. A favore di quest’ultima ipotesi vi e la persistente correlazione
diretta del colesterolo con la dose proKg di zinco. Tuttavia, i valori significativamente
pit bassi di colesterolo nelle osservazioni con adeguata compliance, riscontrate sia in
pazienti in ZnA che in ZnS, avvalorano I’ipotesi che I’ipercolesterolemia sia segno di
uno squilibrio metabolico esistente nel paziente con scarso controllo della patologia.

In conclusione, si puo’ affermare che lo studio ha permesso di identificare in pazienti

con MW in terapia con zinco acetato delle variabili quali il peso e la superficie corporea
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che possano consentire di personalizzare la terapia. Tali risultati preliminari necessitano
sicuramente di essere confermati da studi ulteriori, ma aprono lo scenario a passi
successivi come quello di identificare altri fattori come sesso, eta, genotipo, che possano
essere utili per I’individualizzazione della terapia. Cio consentirebbe il miglioramento
dell’assistenza sin dalla tenera eta per i pazienti con MW e una prescrizione
farmacologica “tailored” sul paziente, in linea con la medicina di precisione verso cui il

mondo scientifico e sempre piu orientato.
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Capitolo VII

Considerazioni conclusive

Nonostante la MW sia stata identificata nel 1912, ad oltre 100 anni di distanza, molti
aspetti sono ancora ignoti o mal definiti. La ricerca scientifica sta velocemente
progredendo, accrescendo progressivamente le conoscenze sui meccanismi molecolari
e cellulari della patologia e promuovendo la sperimentazione della terapia genica al pari
di quanto si verifica per altre malattie monogeniche. Ciononostante, numerose sono le
criticita ancora irrisolte, ovviamente maggiormente evidenti nei centri che gestiscono
casistiche numerose e per periodi protratti. Tra queste criticita si annoverano: la
mancanza di chiari parametri di efficacia su cui gestire la terapia; 1’assenza di un definito
intervallo di valori in cui tenere i parametri del metabolismo del rame in corso di
trattamento; I’assenza di un chiaro consenso sulla necessita di riduzione dell’introito di
rame con conseguente impatto sfavorevole sulla qualita di vita; le incertezze sulle
capacita riproduttive dei pazienti. L’insieme delle attivita di ricerca presentate in questa
tesi nascono da una lunga esperienza sulla patologia e da un’ampia casistica gestita da
un team multidisciplinare dedicato alla malattia di Wilson. Nel secondo capitolo é stata
focalizzata I’attenzione sulle principali questioni irrisolte relative alla gestione
terapeutica della malattia con lo scopo di promuovere progetti mirati a migliorare
’assistenza e la qualita di vita dei pazienti affetti da malattia di Wilson.

Nei capitoli successivi € stato affrontato, in particolare, il monitoraggio del paziente
wilsoniano, con I’obiettivo di identificare parametri misurabili e standardizzati per
modulare il trattamento e contenere gli effetti indesiderati. Inoltre, si & provveduto a
mostrare come nel paziente in terapia di mantenimento con zinco non sia necessario
compromettere la qualita di vita con una dieta povera di rame.

In conseguenza del generale miglioramento delle condizioni cliniche dei pazienti e della
loro soddisfacente sopravvivenza, si e dedicata attenzione alla loro salute riproduttiva
attraverso una revisione delle migliori evidenze disponibili e grazie ad uno studio
prospettico pilota in collaborazione con i ginecologi del team. Tale studio ha evidenziato
come i pazienti precocemente diagnosticati e adeguatamente trattati non presentino

un’alterazione del potenziale riproduttivo che invece ¢ compromesso nei non aderenti
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al trattamento. Infine, attraverso una valutazione retrospettiva su un ampio numero di
pazienti trattati con zinco per un periodo piu che decennale, si € avviato un processo
teso ad identificare variabili quali il peso o la superficie corporea in base a cui
personalizzare la terapia con zinco. Tale studio ha mostrato una correlazione
significativa tra le dosi di zinco, normalizzate per peso o superficie corporea, ed i livelli
sierici di zinco e degli enzimi pancreatici. E stato in tal modo ipotizzato che
I’iperenzimemia pancreatica da zinco sia dose-dipendente e che in futuro si possa
individualizzare il trattamento per ciascun paziente.

In definitiva, tutte le ricerche presentate in questa tesi hanno preso spunto dall’analisi di
una ampia casistica monocentrica gestita da un team multidisciplinare con un approccio
sperimentale e, attraverso il confronto con le migliori evidenze disponibili in letteratura,
hanno perseguito ’obiettivo finale di migliorare la gestione assistenziale dei pazienti

wilsoniani e la loro qualita di vita.
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