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Resumen

La EW es causada por las variantes de ATP7B que alteran el eflujo de cobre y provocan una
acumulacion excesiva de cobre, principalmente en el higado y el cerebro. El diagnéstico de la
EW se ve dificultado por su evolucion clinica variable, su aparicion, su morbilidad y el tipo de
variante ATP7B. Actualmente se diagnostica mediante una combinacion de sintomas/signos
clinicos, parametros aberrantes del metabolismo del cobre (por ejemplo, niveles séricos bajos de
ceruloplasmina y concentraciones elevadas de cobre urinario y hepatico) y cuando estan
disponibles, a través de pruebas genéticas de mutaciones ATP7B. Dado que el diagnostico y el
tratamiento precoces son clave para obtener resultados favorables, es fundamental identificar a
los sujetos antes de la aparicion de manifestaciones clinicas manifiestamente perjudiciales. Con
este fin, tratamos de mejorar el diagnostico de la EW mediante algoritmos de redes neuronales
artificiales (parte de la inteligencia artificial) integrando los parametros clinicos y moleculares
disponibles. Sorprendentemente, el diagnostico de la EW se baso en los niveles plasmaticos de
glutamato, asparagina, taurina y el cociente de Fischer. Dado que estos aminoacidos estan
relacionados con los ciclos urea-Krebs, nuestro estudio no sdlo subraya el papel central de las
mitocondrias hepaticas en la patologia de la EW, sino también que la mayoria de los pacientes
con EW presentan una disfunciéon hepatica subyacente. Nuestro estudio aporta pruebas
novedosas de que la inteligencia artificial utilizada para el analisis integrado de la EW puede
dar lugar a un diagndstico mas precoz y a tratamientos mecanicamente relevantes para los
pacientes con EW.

Abstract

WD is caused by ATP7B variants disrupting copper efflux resulting in excessive copper
accumulation mainly in liver and brain. The diagnosis of WD is challenged by its variable
clinical course, onset, morbidity, and ATP7B variant type. Currently it is diagnosed by a
combination of clinical symptoms/signs, aberrant copper metabolism parameters (e.g., low
ceruloplasmin serum levels and high urinary and hepatic copper concentrations), and genetic
evidence of ATP7B mutations when available. As early diagnosis and treatment are key to
favorable outcomes, it is critical to identify subjects before the onset of overtly detrimental
clinical manifestations. To this end, we sought to improve WD diagnosis using artificial neural
network algorithms (part of artificial intelligence) by integrating available clinical and
molecular parameters. Surprisingly, WD diagnosis was based on plasma levels of glutamate,
asparagine, taurine, and Fischer’s ratio. As these amino acids are linked to the urea—Krebs’
cycles, our study not only underscores the central role of hepatic mitochondria in WD pathology
but also that most WD patients have underlying hepatic dysfunction. Our study provides novel
evidence that artificial intelligence utilized for integrated analysis for WD may result in earlier
diagnosis and mechanistically relevant treatments for patients with WD. )
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Introduccion

La enfermedad de Wilson (OMIM 277900) esta
causada por variantes homocigotas o heterocigotas
compuestas que afectan al gen ATP7B (OMIM
606882) en el cromosoma 13ql14 que afectan al gen
ATP7B (OMIM 606882) en el cromosoma 13ql4.
Este gen codifica para un polipéptido que, cuando
actia como dimero, muestra una actividad de la
membrana plasmatica [1,2]. La proteina tiene varios
dominios de membrana, una secuencia cONsSenso
ATPasa, un dominio bisagra, un sitio de fosforilacion
y al menos dos sitios putativos de unién al cobre
situados principalmente en el aparato de Golgi. Al
funcionar como mondémero, exporta cobre fuera de las
células, garantizando el eflujo de cobre hepatico a la
bilis. Se han caracterizado variantes de empalme
transcripcional que codifican diferentes isoformas con
distintas localizaciones celulares.

El diagnoéstico de la EW se complica por dos factores:
el tipo de variante ATP7B y la evolucion clinica de la
enfermedad. La mayoria de las variantes del gen
ATP7B observadas en pacientes incluyen mutaciones
nonsense y frameshift junto con las deleciones, pero
muy pocas proteinas tipo ATP7B truncadas o
modificadas, conservan parte de su actividad nativa.
Esto podria constituir la razon principal que subyace a
los intentos no concluyentes de correlacionar el
genotipo con el fenotipo [3,4] cuando se incluyen los
parametros del cobre [5].

La EW se presenta con una variable de curso clinico.
Por ejemplo, los adultos jovenes manifiestan con mas
frecuencia los primeros sintomas de la EW [6,7], pero
algunos pacientes presentan un inicio tardio de la
enfermedad mientras que otros, pueda que no
muestren signos evidentes de toxicidad por cobre.
Ademas, la EW suele clasificarse en tres fenotipos: 7)
principalmente hepatico (40%); i) neurologico (40%)
y iii) psiquiatrico o asintomatico (20%). Sin embargo,
esta clasificacion no se ajusta exactamente a los
pacientes que presentan EW, ya que los signos
neurologicos (por ejemplo, temblor, ataxia, distonia y
parkinsonismo) a menudo se observan a menudo de
forma concomitante con defectos metabolicos
hepaticos [6-10].

Ademas, los signos neurologicos suelen presentarse
mas tarde que los asociados a la patologia hepatica
[7,9-11]. Estas dificultades a la hora de reconocer los
signos de la EW pueden dificultar la capacidad de los
clinicos para realizar un diagnostico preciso, lo que
repercute en la administracion de tratamientos

personalizados que pueden minimizar la progresion de
la enfermedad.

Teniendo en cuenta los retos anteriores, el objetivo de
este estudio fue aplicar la inteligencia artificial para
ayudar en el proceso de diagnostico de la EW y sus
manifestaciones hepaticas o neuroldgicas. En este
sentido, una red neuronal es una simulacion de un
cerebro bioldgico (también conocida como red
neuronal artificial o RNA) y una rama de la
inteligencia artificial. La RNA se "entrena" primero
haciéndola procesar varios patrones de entrada y
mostrando qué salida resulta de cada patron de
entrada. Una vez entrenada, la RNA puede reconocer
similitudes cuando se le presenta un nuevo patrén de
entrada, el resultado es un patrén de salida predicho.
De este modo, la RNA detecta sefiales de alerta
temprana provenientes de transiciones  criticas
definidas como transiciones de estado repentinas y a
gran escala que ocurren en sistemas complejos
[12,13].

En el caso de la EW, se puede especular que la RNA
podria contribuir tanto al diagnostico precoz de la
enfermedad como a la caracterizacion y prediccion de
los fenotipos de la enfermedad. En este caso, se
utilizard la amplitud de los resultados clinicos y
moleculares para detectar similitudes de entrada,
permitiendo asi que la RNA construya un modelo
predictivo para los fenotipos de la EW considerando
el diagnédstico de la EW y sus fenotipos como puntos
criticos de transicion [12,14-19]. Esto puede lograrse
incluso con una variabilidad entre sujetos
relativamente mayor, como la observada en humanos
en comparaciéon con los modelos EW en animales
isogénicos/clonicos mantenidos en condiciones
controladas y rigurosas.

Métodos

Muestras biologicas

Los datos demograficos y clinicos de los pacientes
(edad, sexo e IMC; diagnostico de EW vy
subclasificacion en  hepatica, neuroldgica o
asintomatica [5]) se recogieron en un unico centro, el
Segundo Departamento de Neurologia del Instituto de
Psiquiatria y Neurologia de Varsovia, Polonia. Todos
los pacientes fueron reclutados cuando estaban en
pretratamiento (es decir, no recibian ningin
tratamiento contra el cobre). Todos los pacientes
fueron diagnosticados con EW tomando como base
los criterios de Leipzig, incluyendo niveles bajos de
ceruloplasmina, aumento de los niveles de cobre
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hepatico y urinario en 24 h, presencia de anillos de
Kayser-Fleischer, presencia de sintomas
neuroldgicos, anemia hemolitica Coombs-negativa, y
eventuales resultados de pruebas genéticas si estaban
disponibles, tal y como se habia descrito previamente
[20,21]. Otras pruebas hepaticas basicas de
laboratorio (por ejemplo, la bilirrubina total) se
realizaron en el laboratorio del hospital utilizando
métodos estandar. Se obtuvieron muestras de sujetos
sanos de control de la misma comunidad de Polonia.
El estudio fue aprobado por el comité local de
bioética y todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito antes de
participar siguiendo la Declaracion de Helsinki.

El nimero de copias y las deleciones de ADN
mitocondrial (ADNmt) con determinacion total en
sangre, se realizo siguiendo el protocolo descrito
previamente [22]. Cabe destacar que los sujetos
incluidos en el presente analisis son los mismos
descritos en nuestro anterior estudio de ADNmt [22].
Los metabolitos séricos se determinaron por
espectrometria de masas como se ha descrito
anteriormente [23,24]. Los metabolitos séricos se
normalizaron con respecto a la media de los valores
de control y se expresaron como el pliegue de cambio
log2 (log2 PC). Los valores perdidos se sustituyeron
utilizando el algoritmo de aproximacion de
caracteristicas del vecino k-mas cercano.

Red neuronal artificial (RNA) para el
diagnostico

El disefio de la red neuronal para el algoritmo SFAM
consistio en una red de tres capas: una capa de
entrada, con cuatro unidades para los criterios de
diagnostico definidos como control, EW asintomatica
o EWA, EW hepatica o EWH y EW neurologica o
EWN; sexo, edad e IMC; 66 unidades para
metabolitos relevantes para el metabolismo hepatico,
3 unidades para ratios de metabolitos y 2 unidades
para datos asociados al ADNmt; una capa oculta, con
11 unidades; y una capa de salida para el diagnostico
de EW. Para la prediccion de la EW y sus fenotipos
se utilizé el algoritmo SFAM del software NeuNet
Pro (CorMac Technologies Inc., Thunder Bay, ON,
Canada). Las variables de capacitacion no
supervisada  incluyeron todas las indicadas
anteriormente. Para seleccionar el tamafio del
conjunto de capacitacion, se realizé un analisis de la
curva de aprendizaje [25].

Bésicamente, se extrajo una muestra aleatoria

relativamente pequeiia de los datos para capacitar una
RNA y se utilizo este set de capacitacion para
predecir un conjunto de prueba muestreado
aleatoriamente. A continuacion, el tamafio de la
muestra de capacitacion se incrementd de forma
iterativa manteniendo el mismo conjunto de pruebas.
Mediante el seguimiento del grado en que la precision
predictiva en el conjunto de prueba, aumentaba con el
tamafio del conjunto de entrenamiento, se obtuvieron
los datos necesarios de capacitacion hasta que las
diferencias entre las clasificaciones de la red y los
diagnodsticos clinicos se tornen aceptables (41
muestras de capacitacion y 21 de prueba). También se
replico el analisis de la curva de aprendizaje varias
veces con diferentes muestras del conjunto de pruebas
para reducir aun mas la variaciéon en la precision
predictiva. Por ultimo, los patrones de los hechos de
entrada asociados a los diagndsticos, se capacitaron
con 41 sujetos seleccionados al azar del conjunto 62
con estado clinico conocido. Una vez capacitada la
red, se "probaron" los 21 sujetos restantes mediante la
RNA capacitada.

A continuacion, las clasificaciones de la red neuronal
se compararon con los diagndsticos clinicos
conocidos para observar si la red era capaz de
clasificar el estado de la enfermedad con fiabilidad.
Los mismos datos se analizaron con la Extraccion
Visual de Reglas, que es una version altamente
optimizada del algoritmo C4.5 publicado por Ross
Quinlan [26] para generar un arbol de decision con
poda de arbol ajustable. La extraccion inductiva de
reglas, relacionada con los campos del aprendizaje
automatico, el descubrimiento de conocimientos, los
sistemas expertos y la inteligencia artificial, suele
denominarse "clasificacion de arboles de decision". El
método depende del concepto de entropia,
introducido en el campo de la teoria de la informacion
por el Dr. Shannon hace mas de 70 afios [27]. Nuestro
andlisis incluyé una poda del 75% con minimo 4
sujetos.

Resultados

Un total de 62 sujetos fueron incluidos en el analisis.
De ellos, 47 fueron diagnosticados con EW (23
mujeres/24 varones) con manifestaciones hepaticas
prevalentes (EWH; n=18; 11 mujeres/7 varones) y
neurologicas prevalentes (EWN; n=18; 7 mujeres/11
varones) o eran asintomaticos (EWA; n=11; 5
varones/6 mujeres). La edad media de los 15 sujetos
de control sanos (10 mujeres/5 varones) era de 36 = 9
afios (media + DE), que no difiere con la de los



pacientes con EW (34+11afos).

Con el fin de aplicar la RNA, se utiliz6 dos tercios de
las muestras seleccionadas aleatoriamente (de las 62)
para capacitar la RNA utilizando como datos de
entrada el diagnostico de EW (control sano, EWA,
EWH y EWN), la edad, el sexo, el IMC, la bilirrubina
total, los niveles de ceruloplasmina, el numero de
copias y deleciones de ADNmt de la muestra total en
sangre y 66 metabolitos séricos relevantes para la
fisiologia hepética, todos ellos evaluados a través de
espectrometria de masas. También se incluyeron las
siguientes tres relaciones de metabolitos relevantes:
lactato-piruvato, como caracteristica de la disfuncion
mitocondrial [28]; los niveles de cistina normalizados
a la suma de cistina y cisteina, como marcador del
estrés oxidativo [29,30] y la relacion de Fischer (que
es la relacion entre los aminoacidos de cadena
ramificada (BCAA) y los aminoacidos aromaticos
(AAA) |[31]), como biomarcador de fibrosis
avanzada.

Utilizando un mapa simplificado de teoria de
resonancia adaptativa difusa para predecir una clase
(en nuestro caso, el diagnostico de EW), Ila
clasificacion RNA identifico a los sujetos con EW
frente a los que no la padecian con una precision del
100% (IC del 95% = 83.89 al 100%) y una
sensibilidad y especificidad del 100% (IC del 95%,
respectivamente, 79.41% al 100% y 47.82% al
100%). En conjunto, cuando se consideran los
diferentes fenotipos, la RNA mostr6 una precision del
57.14% (Figura 1A). Los diagndsticos de control y
EWN presentaron los menores errores (0% y 16.67%,
respectivamente), mientras que los diagndsticos de
EWA y EWN presentaron errores del 100% vy
66.67%. Los desajustes entre los diagndsticos
previstos y los reales se debieron principalmente a la
reclasificacion del 60% de los sujetos afectados por la
enfermedad de Wilson (los cuatro diagnosticados con
EWA y dos de los seis diagnosticados con EWH), lo
que sugiere la posible existencia de problemas
neurologicos subclinicos o no detectados en pacientes
diagnosticados con la enfermedad EW bien sea EWA
o EWH.

Se analizé la misma configuracion a través de un
algoritmo de extraccion de reglas visuales para
determinar qué resultados debian recogerse y en qué
orden para llegar a un diagnostico fiable, qué
pacientes necesitaban una segunda opinidn respecto a
su diagnoéstico y, por ultimo, qué combinacion de
factores era importante para llegar a un diagnostico

(Figura 1B). Nuestros resultados muestran que el
diagrama de flujo resultante para determinar el
diagnostico se construyd basicamente sobre valores
de nueve aminodcidos y derivados (glutamato,
asparagina, taurina, aminoicidos de cadena
ramificada y aromaticos; Figura 1B).

Figura 1. Matriz de confusion y arbol de decision para

el diagnostico de la EW y sus manifestaciones
mediante el uso de redes neuronales artificiales
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(A) Las muestras de prueba (n = 21) se "capacitaron"
utilizando la RNA obtenida a partir del set de capacitacion.
Aplicando un mapa simplificado de teoria de resonancia
adaptativa difusa, la parte superior de la tabla muestra el
diagnoéstico real frente al predicho. Los niimeros de las
casillas representan el niimero de sujetos, excepto los
errores, que se expresan en porcentajes. Las casillas
coloreadas son las que coinciden con los diagndsticos reales
y los predichos. (B) Arbol de decision que muestra los
principales resultados necesarios para llegar al diagnostico
de la EW y sus fenotipos. Las confidencias diagnosticas (en
porcentaje) se indican entre paréntesis. Otros detalles se
encuentran en el texto.

\ J
El subgrupo de control sano se identificé con un 69%
de confianza considerando unicamente los niveles del
aminoacido glutamato (log2FC < -0,68; Figura 1B).
En pacientes con enfermedad hepatica, como los
hepatocitos no pueden convertir el amoniaco en urea
y glutamina con suficiente rapidez, el nivel de
amoniaco en sangre, aumenta. La desviacion de la
sangre del higado -como se observa en la
hipertension portal con interferencia en el ciclo
intercelular de la glutamina (Figura 2A)- provoca un
aumento de los niveles de amoniaco y glutamato.
Estos cambios son la probable explicacion
metabolica subyacente de nuestros hallazgos, lo que
indica que los niveles de glutamato podrian ser un
factor discriminatorio entre los controles sanos y los
pacientes con EW.
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Figura 2. Anélisis de enriquecimiento de los resultados

identificados por RNA y el ciclo intercelular de la
glutamina en EW
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(A) Diagrama que muestra el ciclo intercelular de la
glutamina tal como se produce entre las células periportales
y las perivenosas que rodean la vena central. La
acumulacion de cobre induce toxicidad hepatica, lo que
provoca una disminucion de la funcion del ciclo de la urea
que socava la eliminacion segura del exceso de amoniaco
en forma de urea. El exceso de amoniaco, formado por la
accion de la glutaminasa sobre la glutamina (entre otros), se
utiliza entonces para generar glutamato a expensas del
intermediario del ciclo de Krebs alfa-cetoglutarato, asi
como aumentos de asparagina a expensas de aspartato. La
menor actividad del ciclo de Krebs se traduce en una menor
produccion de ATP, lo que puede cuestionar la generacion
de glutamina a partir de glutamato impulsada por el ATP.
Los andlisis de enriquecimiento se realizaron utilizando los
aminodcidos y derivados identificados en la Figura 1B
como entrada frente a una base de datos de firmas de
enfermedades en LCR (B) y sangre (C). Aquellos
resaltados en amarillo tenian un FDR < 0,05. El analisis se
realizo con el software MetaboAnalyst® [33].

G J

Con niveles altos de glutamato, una relacion baja de
BCAA/AAA (log2FC < -1.55) indica un diagndstico
de EWH con un 54% de confianza. Si los niveles de
BCAA/AAA estan por encima del umbral, entonces
los niveles bajos tanto de taurina (log2FC < 0.45)
como de asparagina (log2FC < 0.12) dan lugar a un
diagnostico de NDM con un 69% de confianza
(Figura 1B). La combinacion de una proporcion
elevada de glutamato y BCAA/AAA con niveles de
taurina por encima del umbral da lugar a un
diagnostico de EW con una confianza del 23%
(Figura 1B).

El analisis de enriquecimiento realizado con los
nueve aminodcidos y derivados implicados en el
diagnéstico de la EW (de la Figura 1B) frente a una
base de datos de firmas de enfermedades en liquido
cefalorraquideo humano (Figura 2B) y sangre (Figura
2C) indic6 un solapamiento significativo con
manifestaciones asociadas a la EW. Entre ellas, se
identificaron convulsiones, ataxia, inflamacion,
trastornos aminoacidicos 0 metabolicos
(solapamiento con diabetes, Hartnup y tirosinemia),
trastornos sistémicos (solapamiento con ataxia de
Friedreich), deterioro cognitivo [38] y colestasis [39].
Por ultimo, el analisis de componentes principales
realizado con todos los resultados frente a los nueve
aminoacidos y derivados del arbol de decision mostro
que la separacion entre controles sanos y pacientes
con EW, es la mas eficiente. Por el contrario, tanto
los diagnésticos de EWA como de EWN parecen ser
subconjuntos del grupo mas amplio de EWH, lo que
sugiere que todos los pacientes pueden presentar
diversos grados de alteracion de la funcion hepatica
subyacente y potencialmente infradiagnosticada o
infravalorada (Figura 3).

Figura 3. Analisis de componentes principales de los
cuatro grupos de diagnostico basados en todos los

resultados y los nueve aminoacidos y derivados
seleccionados del arbol de decision
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El PCA (utilizando ClustVis 2.0 [40]) se aplicé al conjunto de
datos de prueba utilizando todos los resultados como entrada
(panel superior; n = 62 puntos). Se aplico el escalado de varianza
unitaria a las filas; se utilizé la descomposicion de valor singular
con imputacion para calcular el analisis de componentes
principales (a los paneles superior e inferior). Otras opciones se
establecieron de la siguiente manera: no se realizd ninguna
transformacion de datos y no se realizd ningun colapso de
columnas con anotaciones similares; el porcentaje maximo de
datos no disponibles permitidos tanto en filas como en columnas se
establecio en 99.99; el centrado de filas; la no eliminacion de
columnas constantes y el escalado de filas, se baso en el escalado
de varianza unitaria; el método PCA se calculd utilizando la
descomposicion de valor singular. Los ejes x e y muestran el
componente principal 1 y el componente principal 2, que explican
el 14.5% y el 12.4% de la varianza total, respectivamente. Las
elipses de prediccion poseen una probabilidad de 0,95, y una nueva
observacion del mismo grupo caera dentro de la elipse (ambos
paneles). El panel inferior se realizé utilizando soélo la relacion

BCAA/AAA y los niveles de glutamato, asparagina y taurina.
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En particular, la enfermedad hepatica avanzada se
asocia a trastornos metabolicos, especialmente en los
niveles de aminoacidos, la mayoria de los cuales
estan directa o indirectamente relacionados con los
ciclos de la urea (eliminacion de nitrégeno) y de
Krebs. Estos resultados también ponen de relieve el
papel critico de las mitocondrias hepaticas en la
morbilidad de la EW, como demostraron nuestros
propios estudios anteriores [22,32].

Si los niveles de asparagina estan por encima del
umbral, el diagnéstico es EWH con un 8% de
confianza. Aunque la mayoria de los aminoacidos
son metabolizados por el higado, los BCAA son
metabolizados exclusivamente por el musculo
esquelético. Por lo tanto, en la insuficiencia hepatica
progresiva y la hepatopatia terminal, como se observa
en asociacion con la acumulacion de cobre, el
metabolismo de estos ltimos aminoacidos no se ve
afectado, mientras que el metabolismo de otros
aminoacidos, especialmente los aromaticos, se ve
gravemente  afectado. Por lo tanto, las
concentraciones sanguineas de BCAA son normales,
mientras que las de AAA aumentan, incrementando
asi la proporcion BCAA/AAA. Dado que ambos
tipos de aminoacidos se transportan al cerebro a
través del mismo portador, el cambio en la relacion
de concentracion aumenta la cantidad de AAA que
entra en el cerebro.

Teniendo en cuenta que estos aminodcidos (tirosina y
triptofano) son los precursores de aminas biogénicas
cruciales, dopamina, noradrenalina y serotonina (5-
hidroxitriptamina) y dado que la sintesis de
serotonina en el cerebro no contiene un paso
generador de flujo, estos cambios en los niveles
sanguineos de  aminoacidos aumentan las
concentraciones de aminas en el cerebro. Como los
niveles de serotonina en el cerebro promueven el
suefo, grandes cantidades de triptofano y serotonina
podrian explicar los problemas neurolégicos y el
letargo observados en algunos pacientes afectados
por la EW [34]. Estos desequilibrios en los
neurotransmisores, junto con los déficits en la
eliminacion de nitrégeno a través del ciclo de la urea
y el desvio de alfa-cetoglutarato del ciclo de Krebs,

pueden contribuir ain mas al fallo energético y a la
toxicidad por amoniaco en el SNC.

Los niveles elevados de taurina parecen proteger de
algin modo a los pacientes afectados por la
enfermedad de Alzheimer de entrar en una via que
desemboque en el diagndstico de esta enfermedad. La
taurina es un aminoacido libre intracelular abundante
que tiene un papel central en el desarrollo del
cerebro, y es el segundo neurotransmisor inhibidor
mas importante después del GABA. También forma
conjugados con acidos biliares y puede mejorar el
flujo biliar y aumentar la eliminacién del colesterol
por el higado. La taurina, en el contexto del estrés
oxidativo inducido por el cobre, también puede
desempefiar un papel en la recuperacion de
intermediarios toxicos (véase [35] y referencias
sucesivas). Curiosamente, la taurina en adultos puede
obtenerse de la dieta o de la sintesis a partir de la
cisteina cuando la vitamina B6 esta presente.

Aunque la deficiencia de vitamina B6 no parece
asociarse con frecuencia a las nuevas formulaciones
de penicilamina, se ha propuesto que algunos de los
efectos secundarios del quelante del cobre D-
penicilamina pueden ser el resultado de la
interferencia con el metabolismo de la vitamina B6,
favoreciendo asi problemas neurologicos [36,37].
Dado que los pacientes estudiados no estaban
recibiendo ningln tratamiento en el momento de la
extraccion de sangre, resulta tentador proponer que
los aumentos del estrés oxidativo mediados por el
cobre pueden reducir los niveles de cisteina, asi como
los de B6, lo que da lugar a una disminuciéon de la
taurina que desencadena algunos de los sintomas
neurologicos debido a un desequilibrio entre los
neurotransmisores excitatorios e inhibitorios.

El arbol de decision mostré algunos fenotipos
(control, EWH y EWN) que se diagnosticaron con
niveles de confianza adecuados, mientras que fue
menos util para EWA. Esto sugiere que, de acuerdo
con el analisis ANN, la mayoria de los sujetos
afectados por EW podrian en realidad ser EWN o
EWH incluso cuando todavia estan clinicamente
asintomaticos. En particular, cuando los niveles de
taurina y asparagina son bajos y los de glutamato
altos, el aumento de la proporcion de BCAA/AAA
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desplaza el diagndstico de EWH a EWN, lo que
sugiere que estos parametros deberian analizarse en
todos los pacientes con EWN para controlar sus
manifestaciones clinicas y la posible progresion de
los signos y sintomas hepaticos a neurologicos.

Conclusiones

Mediante la evaluacion de nueve aminoacidos y
derivados, es posible diagnosticar la EW con un nivel
de confianza aceptable para aquellos que presentan

manifestaciones hepaticas y neurologicas.
Sorprendentemente, los resultados que suelen
analizarse en la EW, como los niveles de

ceruloplasmina y bilirrubina total o los parametros
demograficos y clinicos comunes, como la edad, el
sexo o el IMC, no desempefiaron ningun papel en
nuestro arbol de decision. El hallazgo de que nueve
aminoacidos reflejan principalmente la funcién
hepatica de la ND y la NDH, asi como la interaccion
entre la urea y el ciclo de Krebs, es coherente con el
papel de la disfuncion mitocondrial tanto en pacientes
como en modelos de raton de la enfermedad
[22,32,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,
56,57]. Una limitaciéon importante de la cohorte
estudiada es la falta de evaluaciones directas (biopsia
hepatica y analisis histologicos) o indirectas
(imégenes hepaticas y cerebrales) de la morbilidad de
la enfermedad.

Ademas, no estamos comparando los casos de EW
con otras etiologias de enfermedades hepaticas, y no
disponemos de una cohorte prospectiva para evaluar
los riesgos longitudinales en el desarrollo de
manifestaciones de EW. Algunos de nuestros
hallazgos pueden no ser especificos de la EW, sino
que podrian estar asociados con la fibrosis hepatica y
la hipertension portal en general. Sin embargo, el
algoritmo propuesto podria tener un valor
incremental si se afiade a los parametros diagnosticos
existentes de alteracion del metabolismo del cobre
(excepto la ceruloplasmina) o a los hallazgos de
imagenes hepaticas o cerebrales [58], y podria
agilizar el proceso diagnostico. Podria argumentarse
que afiadir informes histolégicos podria mejorar la
precision del algoritmo basado en RNA. Sin
embargo, los diagndsticos y evaluaciones no
invasivos de la enfermedad hepatica se estan

convirtiendo en el estandar de atencién para la
mayoria de las enfermedades hepaticas. Por ello, el
acceso a los informes histoloégicos es menos habitual.
Un sistema de puntuacion basado en la histologia
hepatica probablemente no ayudara a la practica
clinica actual y futura. Por otra parte, los estudios
futuros deberian intentar integrar los sistemas de
puntuacion validados de la EWH, incluida la
puntuacion de Leipzig, en los enfoques de RNA para
mejorar aiin mas su precision clinica.

Ademas, nuestros hallazgos pueden tener relevancia a
la hora de disefiar terapias dirigidas o de optimizar
los enfoques dietéticos en el tratamiento de pacientes
con EW. Los enfoques dietéticos en la EW deberian
tener como objetivo reducir la sobrecarga del ciclo de
la urea y, en consecuencia, la disfuncion
mitocondrial, asegurando al mismo tiempo una
ingesta proteica adecuada para minimizar la
sarcopenia asociada a la hipertension portal. Ademas,
el ajuste de la proporcion de BCAA/AAA, que se ha
estudiado ampliamente como enfoque para el
tratamiento de la  encefalopatia  hepatica
[59,60,61,62,63,64,65], puede ser especialmente util
en la EW cuando coexisten manifestaciones hepaticas
y neurologicas.
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