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ABREVIACIONS 

Per orde alfabètic: 

AII: angiotensina II 

ADN: àcid desoxiribonucleic 

ARNm: àcid ribonucleic missatger 

AH: àcid hialurònic 

ALT: alanina aminotransferasa 

APRI: índex de relació AST i recompte plaquetari (AST to Platelet Ratio Index) 

ARFI: radiació acústica per impuls de força 

AST: aspartat aminotransferasa 

AUROC: àrea sota la corba ROC 

CCl3
.: triclorometil 

CCl4: tetraclorur de carboni 

Cl3COO.: triclorometil-peroxil 

CHC: carcinoma hepatocel·lular 

CKIε: caseïna quinasa I èpsilon 

CM10: bioxip que actua com a intercanviador catiònic feble 

CV: coeficient de variació 

EHNA: esteatosi hepàtica no alcohòlica 

ELF: enhanced liver fibrosis 

ELISA: assaig immunoenzimàtic (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

ESI: electroesprai 

ET: elastografia de transició 

ET-1: endotelina 1 

FT-ICR: ressonància ciclotrònica d’ions amb transformada de Fourier 

GAP: proteïna activadora de GTPases 

GGT: gamma glutamil transferasa 
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GPVH: gradient de pressió venós hepàtic 

H50: bioxip amb superfície hidrofòbica 

HA: hepatopatia alcohòlica 

IL-1β: interleucina-1 beta 

IL-6: interleucina-6 

IMAC30: bioxip amb superfície d’unió a metalls 

INR: ràtio normalitzada internacional 

IRM: imatge per ressonància magnètica 

IT: trampa iònica 

iTRAQ: marcatge isobàric per quantificació relativa i absoluta (Isobaric Tags for Relative and 

Absolute Quantitation) 

LC: cromatografia de líquids 

LPS: lipopolisacàrid 

LTQ-Orbitrap: Orbitrap de trampa d’ions lineal (Linear Trap Quadrupole-Orbitrap) 

m/z: relació massa/càrrega 

MALDI: desorció/ionització làser assistida per una matriu (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization) 

MAP: pressió arterial mitjana 

MEC: matriu extracel·lular 

MELD: model per la malaltia hepàtica en fase terminal (Model For End-Stage Liver Disease) 

MMP: metal·loproteïnasa 

MPT: modificació postraduccional 

MS: espectrometria de masses 

MS/MS: espectrometria de masses en tàndem 

NP20: bioxip amb superfície hidrofílica 

OMS: Organització Mundial de la Salut 

PIIINP: propèptid aminoterminal del procol·lagen tipus III 

PP: pressió portal 
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Q: quadrupol 

Q10: bioxip que actua com a intercanviador aniònic fort 

R: cadena lateral genèrica d’un aminoàcid 

ROC: Característica Operativa del Receptor (Receiver Operating Characteristic) 

SELDI: desorció/ionització làser amb superfície millorada (Surface-Enhanced Laser 

Desorption/Ionization) 

SILAC: marcatge d’isòtops estables amb aminoàcids en cultiu cel·lular (Stable Isotope Labeling 

with Amino acids in Cell culture) 

TGF-β: factor de creixement transformant beta (Transforming Growth Factor beta) 

TNF-α: factor de necrosi tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha) 

TIC: corrent iònica total (Total Ion Current) 

TIMP: inhibidor tissular de les metal·loproteïnases  

TOF: temps de vol (Time Of Flight) 

VHB: virus de l’hepatitis B 

VHC: virus de l’hepatitis C 

VIH: virus de la immunodeficiència humana 
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Figura 1. Visió anterior i 
posterior del fetge. Imatge 
obtinguda de la modificació i 
adaptació dels vídeos 
d’anatomia humana de 
Kenhub, 2016. 
(https://www.kenhub.com/en
/videos/the-anterior-view-of-
the-liver; 
https://www.kenhub.com/en/
videos/the-posterior-view-of-
the-liver). 

1. FETGE. 

1.1. Definició i aspectes generals 

El fetge és l'òrgan intern més gran del cos humà. Situat a la part superior dreta de la 

cavitat abdominal, just sota el diafragma i protegit per la caixa toràcica, constitueix al voltant 

del 2% del pes d’un adult humà (Gandhi, 2014). Una de les característiques particulars del 

fetge és la seva elevada irrigació. A diferència de qualsevol altre òrgan, aquest presenta dues 

fonts d'irrigació. Per una banda, obté sang oxigenada a través de l'artèria hepàtica (ramificació 

de l'aorta), la qual contribueix en un 20-25% del flux i proporciona al voltant del 50% de 

l'oxigen. Per altra banda, la vena porta –la qual prové de les venes dels òrgans de la cavitat 

abdominal com el pàncrees, intestins, estómac i melsa– contribueix en un 75-80% del flux total 

i aporta l’oxigen necessari restant, diferents nutrients resultants de l'absorció intestinal i 

diverses hormones que tenen efecte sobre el metabolisme hepàtic (McCuskey, 2012). La sang 

que abandona l'òrgan és canalitzada per la vena hepàtica que s'aboca a la vena cava inferior, la 

qual arriba finalment al costat dret del cor per ser bombejada cap als pulmons. 

Un dels trets característics i únics d’aquest òrgan és la seva elevada capacitat de 

regeneració i restauració de la seva massa original en resposta a diversos insults. En 

comparació amb altres teixits capaços de regenerar-se, com la medul·la òssia o la pell, la 

regeneració hepàtica no depèn d'un grup de cèl·lules mare sinó que es produeix per la 

proliferació de totes les cèl·lules madures romanents (Michalopoulos, 2007; Sephel i 

Woodward, 2009). Aquest poder li permet metabolitzar tot tipus d’agents tòxics sense veure’s 

afectat de forma permanent i així poder eliminar-los de l’organisme. Diversos models animals 

s’han usat per tal d’aclarir els mecanismes del procés regeneratiu (Choi et al., 2014; Pauta et 

al., 2013, 2016). Malgrat tot, encara es desconeix el mecanisme exacte pel qual les cèl·lules 

hepàtiques repoblen el teixit després del dany (Huch, 2015).  
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Figura 2. Visió esquemàtica de l’estructura hepàtica: detall d’un lobulet 
hepàtic i del sinusoide. Figura obtinguda de la combinació de diferents 
imatges adaptades procedents de Prudêncio et al., 2006 i de Pearson 
Education Inc., 2015 (pòster). 

1.2. Estructura 

A nivell macroscòpic, el fetge està format per dos lòbuls hepàtics principals, l'esquerre i el 

dret, dividits per un lligament denominat falciforme. Alhora, el lòbul dret es subdivideix 

posterior i inferiorment en dos de més petits, anomenats lòbuls quadrat i caudat, 

respectivament (figura 1) (McCuskey, 2012).  

A nivell microscòpic, aquest òrgan està constituït bàsicament per sis tipus cel·lulars, 

essent els hepatòcits, les cèl·lules hepàtiques estrellades, les cèl·lules de Kupffer i les cèl·lules 

sinusoïdals els tipus cel·lulars més rellevants. En concret, els hepatòcits representen al voltant 

del 60% de la població cel·lular total i ocupen el 80% del volum del fetge (McCuskey, 2012; 

Miyai, 1991). Pel que fa a la seva arquitectura, el fetge està compost per milers de petites 

unitats hexagonals funcionals, conegudes com a lobulets hepàtics, les quals estan formades 

per làmines fenestrades d'hepatòcits que es disposen en forma radiada al voltant d'una vena 

central anomenada vena centrelobelar (figura 2). Cada lobulet hepàtic està separat dels altres 

mitjançant teixits connectius (septes interlobulars) i, en els seus vèrtexs, es troben les tríades 

portals, formades per ramificacions de la vena porta, l'artèria hepàtica i el conducte biliar 

(Gandhi, 2014). Fisiològicament, la sang circula des de la tríada portal i drena a la vena centre-

lobelar a través d'uns capil·lars fenestrats anomenats sinusoides. Aquests estan constituïts per 

les cèl·lules endotelials sinusoïdals hepàtiques que conformen un endoteli discontinu i 

permeable (figura 2). Gràcies a aquesta paret sinusoïdal fenestrada, la sang pot estar en 

contacte directe amb les membranes dels hepatòcits. L’estret espai existent (10-15 μm) entre 

la paret sinusoïdal i la 

membrana hepatocitària 

s'anomena espai de Disse i, 

a més a més de permetre 

l'intercanvi metabòlic entre 

el plasma sanguini i els 

hepatòcits, és on es troba 

un altre tipus cel·lular de 

gran importància: les 

cèl·lules hepàtiques 

estrellades o també 

anomenades cèl·lules d'Ito 

(Jansen et al., 2012; 

Roskams et al., 2007). 
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1.3. Funcions 

Al fetge se li han atribuït més de 500 funcions metabòliques (Hasse, 2008), essent la 

síntesi, detoxificació i emmagatzematge les tres més rellevants. De fet, aquesta elevada 

activitat metabòlica permet el manteniment de l’homeòstasi i representa el 20-30% del 

consum d’oxigen total de l’organisme. En concret, el tipus cel·lular que exerceix la majoria 

d’aquestes funcions característiques de l’òrgan és l’hepatòcit. Si bé la descripció de les 

funcions detallades (de totes elles) es troba fora de l’objectiu d’aquesta tesi, és rellevant 

mencionar alguna de les més importants:  

a) Metabolisme de les proteïnes: 

El fetge és el principal lloc per a la síntesi d'una gran quantitat de proteïnes tant per a ús 

hepàtic com per a ús extrahepàtic. De fet, amb l’excepció de les immunoglobulines, les quals 

són sintetitzades per les cèl·lules plasmàtiques, les proteïnes secretades pels hepatòcits 

inclouen totes les proteïnes majoritàries del plasma com seria l’albúmina, la transferrina o les 

lipoproteïnes. Alhora, també sintetitza les proteïnes de fase aguda, les quals juguen un paper 

cabdal en la defensa de l'organisme davant d'infeccions o d’insults severs (Hall i Guyton, 2011; 

McCuskey, 2012). Entre elles cal destacar el fibrinogen, la proteïna C reactiva i 

l’haptoglobina. També es produeixen alguns dels factors de coagulació com el factor II 

(protrombina), el factor VII, el factor IX i el factor X,  així com la proteïna C i la proteïna S, les 

quals actuen per inactivar les formes actives del factor VIII i els complexos del factor V.  

Un cop les cèl·lules arriben al seu màxim d’emmagatzematge de proteïnes, la resta 

d’aminoàcids són degradats a través del procés de desaminació, usant-se per obtenir energia o 

bé emmagatzemant-se en forma de greixos o, en determinats casos, com a glucogen (Hall i 

Guyton, 2011).  

b) Homeòstasi de la glucosa: 

La glucosa és la principal font d’energia pel cervell, muscle i ronyons, i és precisament el 

fetge l’òrgan que pot emmagatzemar i modular la disponibilitat dels nutrients ingerits d’acord 

amb els requisits dels òrgans perifèrics. Així doncs, la regulació de la concentració de glucosa 

en sang és un dels processos més cuidadosament monitoritzats i regulats pel cos. En resposta a 

les hormones provinents dels illots pancreàtics, els hepatòcits poden sintetitzar glucogen a 

partir de glucosa o metabolitzar-lo per tal de produir glucosa (glucogenòlisi) (Soriano, 2004). 

Alhora, aquest tipus cel·lular pot també sintetitzar glucosa a partir d’hidrats de carboni com la 

fructosa, o per mitjà d’aminoàcids (gluconeogènesi) (Hall i Guyton, 2011). 
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c) Metabolisme dels lípids: 

El fetge també es troba involucrat en la síntesi de novo d’àcids grassos i triglicèrids, així 

com del colesterol, entre d’altres (Nguyen et al., 2008). Alhora, en resposta a nivells baixos de 

glucosa, també és capaç de sintetitzar cossos cetònics (cetogènesi) per a produir energia 

gràcies al catabolisme dels àcids grassos (Fukao et al., 2014). Finalment, i com molts altres 

tipus cel·lulars, les cèl·lules hepàtiques també poden oxidar àcids grassos com a font d’energia 

a través de la β-oxidació (Nguyen et al., 2008).  

d) Metabolisme dels xenobiòtics: 

El fetge s’encarrega, també, de metabolitzar tot tipus de compostos potencialment nocius 

per l’organisme. Aquest procés de detoxificació sovint es divideix en tres fases clarament 

diferenciades: la modificació de l’agent tòxic (introduint grups polars a la molècula), la seva 

conjugació a compostos polars i finalment, l’excreció (Grant, 1991; Salguero, 2007). 

e) Síntesi de bilis: 

La bilis és una substància contínuament sintetitzada pels hepatòcits a partir del colesterol 

que s’emmagatzema a la vesícula biliar durant els períodes interdigestius. Aquesta és 

alliberada al duodè després de la ingesta d’aliments i permet emulsionar els àcids grassos a 

l’intestí prim per tal de facilitar-ne l’absorció (Mukherjee i Gollan, 2011; Roskams et al., 2007). 

f) Altres funcions a destacar: 

- Emmagatzematge de vitamines i minerals. 

- Manteniment de l’equilibri dels electròlits i de l’aigua. 

- Ajuda a la regulació de la temperatura corporal. 

 

2. FIBROSI I CIRROSI HEPÀTICA. 

2.1. Definició i aspectes generals 

La fibrosi hepàtica és un procés de cicatrització causat per un dany crònic o bé agut, en el 

qual es troben implicats múltiples mecanismes moleculars i cel·lulars que donen lloc a una 

activació de la remodelació i resolució tissular (Friedman, 2008a; Lee i Friedman, 2011). De fet, 

una de les principals característiques d'aquesta transformació és la producció i acumulació 

excessiva de proteïnes de matriu extracel·lular (MEC), formades majoritàriament per col·lagen 

tipus I i III, així com elastina i laminina entre d'altres, les quals comporten un increment 

progressiu de la rigidesa tissular (Bataller i Brenner, 2005; Kisseleva i Brenner, 2006). Aquesta 

acumulació es deu, no només a l’increment de la síntesi d’aquest tipus de proteïnes, sinó 

també a una reducció de la seva degradació. Quan el dany és agut, el procés tendeix a ser 
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reversible i passatger i les cèl·lules parenquimals (hepatòcits) es regeneren i reemplacen les 

cèl·lules necròtiques/apoptòtiques. Aquest procés s'associa amb una resposta inflamatòria i 

una deposició limitada de MEC. En canvi, quan la lesió hepàtica persisteix (insult crònic), la 

regeneració hepàtica falla i els hepatòcits són substituïts per teixit connectiu. S’ha estudiat que 

en estadis més avançats, el fetge conté al voltant de sis vegades més quantitat de proteïnes 

MEC que en un fetge sa, fet que modifica clarament l’arquitectura de l’òrgan i la seva 

funcionalitat (Bataller i Brenner, 2009). A més a més, la seva composició es veu alterada, 

passant d’una constituïda fonamentalment per col·lagen tipus IV, laminina i proteoglicans 

d’heparan sulfat, a una enriquida per col·lagen tipus I i III (Ellis i Mann, 2012; Friedman, 2008a). 

Aquest fet es produeix, en part, pel desequilibri produït entre les metal·loproteïnases (MMPs; 

reguladors de la degradació del col·lagen) i els seus inhibidors (TIMPs).  

Les cèl·lules hepàtiques estrellades juguen també un paper principal en aquest procés. 

Davant d’un dany crònic, aquestes cèl·lules pateixen un procés d’activació que es caracteritza 

per una transdiferenciació a una cèl·lula proliferativa de característiques fenotípiques similars 

a un miofibroblast (Friedman, 2008b). Aquest canvi els hi confereix una gran activitat 

quimiotàctica i una elevada capacitat de resposta davant estímuls proinflamatoris. Totes 

aquestes propietats comporten finalment la secreció d’un ampli ventall de substàncies i 

components de matriu extracel·lular profibrogènics que contribueixen a agreujar el procés 

fibròtic (Friedman, 2008b, 2010; Parola i Pinzani, 2009).  

Existeixen diferents causes que originen la fibrosi hepàtica, essent les infeccions cròniques 

del virus de l'hepatitis B (VHB) i C (VHC) una de les principals etiologies, juntament amb 

l’hepatopatia alcohòlica (HA), la colèstasi i cada vegada més l’esteatosi hepàtica no alcohòlica 

(EHNA) (Friedman, 2010; Lim i Kim, 2008; Schuppan i Kim, 2013). De fet, la distribució del 

material fibrós varia en funció de l'origen de la lesió hepàtica. En les hepatitis víriques 

cròniques per exemple, el teixit fibròtic es localitza inicialment al voltant dels espais porta, 

mentre que en l’hepatopatia alcohòlica es localitza en les zones pericentrals i perisinusoïdals 

(Pinzani, 1999). Malgrat aquests diferents orígens, totes elles presenten característiques 

patològiques i mecanismes fisiopatològics comuns (Vargas-Blasco, 2004). Si la causa subjacent 

no és tractada i eliminada, aquest procés pot comportar una acumulació de fibra que 

distorsiona l'arquitectura hepàtica formant marques fibròtiques i posteriorment nòduls de 

regeneració que, si continua persistint, pot acabar desembocant en cirrosi, insuficiència renal i 

carcinoma hepatocel·lular (figura 3) (Lee i Friedman, 2011; Schuppan i Afdhal, 2008).  

La cirrosi hepàtica és doncs l’etapa final del procés fibròtic, la qual condueix a 

necroinflamació i fibrogènesi. Histològicament, les lesions fibròtiques al llarg del procés 

fibrogènic evolucionen des d'un dipòsit feble a la formació de nòduls de regeneració difusos 
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envoltats per densos septes fibrosos els quals comporten la reducció del parènquima hepàtic i, 

conseqüentment, la pèrdua de funcionalitat. Actualment, la cirrosi hepàtica és la catorzena 

causa més comú de mort a nivell mundial, provocant més d’un milió de morts anuals (Lozano 

et al., 2012). En particular, en els països desenvolupats, és un motiu cada vegada més gran de 

morbiditat i mortalitat, situant-se com la quarta causa més comuna de mort en adults a 

l’Europa central. A Espanya, i d'acord amb els patrons de mortalitat de 2012 (Ministerio de 

Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, 2015), la malaltia hepàtica crònica i la cirrosi van 

provocar la mort de més de 4.500 persones a tot el territori (1,1% de les morts registrades en 

aquest any). Paral·lelament, la cirrosi hepàtica se situa com la principal indicació de 

trasplantament hepàtic en els països europeus, essent el VHC, la HA i l’EHNA les causes més 

comunes  (Blachier et al., 2013). 

La detecció precoç de la fibrosi hepàtica és, en molts casos, relativament complexa ja que 

la detecció i símptomes de descompensació hepàtica clínica acostumen a ocórrer anys després 

de l'aparició de la lesió (Hernandez-Gea i Friedman, 2011). De fet, amb l’excepció de la 

insuficiència hepàtica fulminant, el VHC després d’un trasplantament hepàtic i la coinfecció del 

virus de la immunodeficiència humana (VIH) i el VHC, la malaltia hepàtica evoluciona durant 

llargs períodes de temps sense ser detectada (Bataller i Brenner, 2005, 2009; Berenguer et al., 

2003; Macías et al., 2009). Es creu que al voltant del 40% dels pacients amb malaltia hepàtica 

es mantenen asimptomàtics durant 10-15 anys abans que apareguin complicacions (Rockey i 

Friedman, 2012). Per aquest motiu, la prevalença de fibrosi i cirrosi hepàtica és difícil 

d'avaluar. Malgrat això, un estudi prospectiu francès realitzat a 7.463 individus francesos 

majors de 40 anys va estimar la prevalença de fibrosi avançada i cirrosi en un 2,8% i un 0,3%, 

respectivament (Poynard et al., 2010). 

Figura 3. Evolució natural de la malaltia hepàtica crònica. Imatge  adaptada de Pellicoro et al., 2014. 
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2.2. Reversibilitat 

Tradicionalment es creia que el procés fibròtic era irreversible. Actualment però, clares 

evidències indiquen el seu caràcter dinàmic, bidireccional i potencialment reversible inclús en 

estadis fibròtics avançats (figura 3). De fet, el concepte de regressió o reversibilitat de la fibrosi 

hepàtica va aparèixer per primera vegada a finals de la dècada dels 70 (Pérez-Tamayo, 1979), 

on es va evidenciar la potencial reversió de fibrosi i cirrosi en models animals. Posteriorment, 

evidències clíniques han corroborat aquests resultats en diferents estadis de la malaltia i en 

una gran varietat d'etiologies, incloent hepatitis víriques (Dienstag et al., 2003; Hui et al., 2007; 

Kweon et al., 2001; Marcellin et al., 2013; Serpaggi et al., 2006), hepatitis autoimmune (Dufour 

et al., 1997), EHNA i HA (Kral et al., 2004; Wakim-Fleming i Mullen, 2005). Tanmateix, diversos 

articles posen en dubte si, davant d'una cirrosi establerta, pot haver realment un retrocés a un 

estat "pre-cirròtic" ja que no hi ha proves convincents que les anomalies vasculars 

intrahepàtiques reverteixin en el fetge cirròtic humà (Desmet i Roskams, 2003, 2004). Encara 

que és probable que el col·lagen sintetitzat sigui més susceptible a la degradació que el 

col·lagen més antic, només hi ha evidències en models animals que apunten a una potencial 

reversibilitat del procés en cirrosi avançada (Muñoz-Luque et al., 2008). Fins al moment per 

tant, l'única conclusió àmpliament acceptada i corroborada en humans és la reversió en 

estadis de fibrosi hepàtica inicials o moderats on hi ha una manca d'ECM entrellaçada i d'una 

angiogènesi marcada. 

 

2.3. Complicacions 

Com ja s’ha mencionat amb anterioritat, en la majoria dels casos, fins i tot en estadis més 

avançats, la fibrosi hepàtica tendeix a ser asimptomàtica. En aquest punt, els pacients es 

troben en una fase coneguda com a fibrosi compensada. Generalment, la simptomatologia 

clínica no apareix fins que el pacient passa a una fase de cirrosi descompensada, on el 

pronòstic ja és molt més reservat (Bataller i Brenner, 2005) i l’única teràpia efectiva és el 

trasplantament hepàtic. Abans d’arribar a aquesta situació, les complicacions més freqüents 

que succeeixen en la cirrosi hepàtica són la hipertensió portal, la formació d’ascites, la 

insuficiència renal, l’hemorràgia per varius esofàgiques, la sèpsia, l’encefalopatia hepàtica i fins 

i tot el carcinoma hepatocel·lular (CHC) (figura 3).  

a) Hipertensió portal: 

La hipertensió portal és la causa subjacent de la majoria de complicacions associades amb 

la cirrosi hepàtica i, subseqüentment, de la mortalitat associada. En concret, la hipertensió 

portal es defineix com un augment del gradient de pressió venós hepàtic (GPVH) per sobre dels 
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5 mm Hg. En aquest context, la formació –i potencial hemorràgia– de varius esofàgiques és 

una de les principals conseqüències clíniques d’aquest fenomen (Garcia-Tsao i Bosch, 2010). 

Paral·lelament, aquesta elevació de la pressió en el sistema venós portal també indueix la 

formació d’una extensa xarxa de venes, anomenades venes col·laterals portosistèmiques, les 

quals desvien el flux sanguini a la circulació sistèmica per tal d’esquivar el fetge (Johns i Evans, 

1962).  

b) Ascites: 

L’ascites és una acumulació de líquid que es localitza a la cavitat peritoneal del pacient 

amb cirrosi hepàtica. Està composta principalment per aigua, sal, albúmina, globulines i una 

concentració baixa de cèl·lules mesotelials i leucòcits, la qual presenta propietats 

vasodilatadores, proinflamatòries i proangiogèniques (Morales-Ruiz et al., 2005). Al voltant del 

50% dels pacients amb cirrosi compensada desenvolupen ascites en un període d’uns deu anys 

des de l’inici d’aquesta. De fet, l’aparició d’ascites és també una conseqüència indirecta de la 

hipertensió portal (Ginès et al., 2004) i, a més a més, és un clar indicador de mal pronòstic, car 

la taxa de mortalitat a un any és del 20% (D’Amico et al., 2006). De fet, l’aparició d’ascites 

també incrementa el risc de desenvolupar una sèpsia i fins i tot insuficiència renal, reduint 

doncs la qualitat i l’esperança de vida del pacient. 

c) Carcinoma hepatocel·lular: 

Al llarg del procés cirròtic es produeix una reducció en la proliferació d’hepatòcits així com 

un increment del teixit fibrós. Aquesta situació, la qual indica un esgotament de la capacitat de 

regeneració del fetge, pot conduir finalment al desenvolupament de nòduls cancerosos 

(Bataller i Brenner, 2005). De fet, la gran majoria de pacients amb CHC presenten un fetge 

cirròtic. Cada any, al voltant de 500.000 persones arreu del món són diagnosticades de CHC. 

Estudis recents apunten a que la taxa de mortalitat de cirrosi hepàtica associada a CHC està 

augmentant en alguns països desenvolupats (Fattovich et al., 2004). El CHC és actualment la 

principal causa de mort relacionada amb el fetge en pacients amb cirrosi compensada, essent 

la infecció pel VHC el factor que s’associa a una major incidència de CHC en aquests pacients 

(El-Serag, 2011; Fattovich et al., 2004). D’acord amb un estudi retrospectiu que va analitzar a 

quasi 400 pacients amb CHC, la taxa de mortalitat a 1 any es situa al 49%, reduint-se al 19% al 

cap de 3 anys (Greten et al., 2005). Si bé la resecció quirúrgica del tumor hepàtic acostuma a 

ser el tractament escollit en els pacients no cirròtics, no sempre es pot realitzar aquest 

procediment en pacients amb cirrosi. És per això que el trasplantament hepàtic acostuma a 

ésser la millor opció, presentant el menor risc de recurrència tumoral (El-Serag, 2011; Fuster et 

al., 2005). 

 



Introducció 

 

   11 

2.4. Prevenció 

La prevenció de la fibrosi i cirrosi hepàtica està fortament associada amb canvis en l’estil 

de vida. En particular, la resistència a la insulina, l’obesitat i la síndrome metabòlica són tres 

dels factors més importants a evitar per tal de reduir les possibilitats d’aparició o 

d’empitjorament de la fibrosi hepàtica. Alhora, el consum d’alcohol és un altre factor altament 

conegut que incrementa la probabilitat de desenvolupar fibrosi i cirrosi hepàtica. Fins i tot en 

aquells pacients fibròtics amb independència de l’etiologia causant de la malaltia, la ingesta 

d’alcohol pot comportar un increment del GPVH així com una major possibilitat d’hemorràgia 

de varius esofàgiques i fins i tot l’aparició de CHC (Forner et al., 2012; Luca et al., 1997; Westin 

et al., 2002). El fet de fumar tabac o cànnabis també s’ha vist que són factors que acceleren 

l’evolució de la fibrosi hepàtica en pacients amb diverses etiologies (Hézode et al., 2005; Zein, 

2010). Finalment però, les begudes i aliments rics en antioxidants sembla que poden tenir un 

potencial rol protector i preventiu en el procés fibròtic. La vacunació contra determinats virus 

com l’hepatitis A i B són també accions rellevants per prevenir complicacions hepàtiques 

futures (Tsochatzis et al., 2012). 

 

2.5. Tractament 

Un cop diagnosticada la fibrosi hepàtica, el tractament està focalitzat en l’eradicació de 

l’agent causant de l’insult i pal·liar les complicacions associades. Pel que fa a les infeccions 

víriques cròniques, el tractament s’ha basat en una combinació d’un estimulador limfocitari 

com l’interferó gamma pegilat i un agent antiviral com la ribavirina. Malgrat això, aquesta 

fórmula presenta una baixa eficàcia i nombrosos efectes secundaris, els quals contribueixen al 

rebuig o aturada del tractament a causa del deteriorament excessiu del benestar dels pacients 

(Feld et al., 2015). Afortunadament, s’han produït grans avenços en aquest camp i recentment 

s’han aprovat nous antivirals d’acció directa lliures d’interferó on els efectes secundaris són 

mínims i les taxes de curació ronden el 100% en pacients amb cirrosi compensada i al voltant 

del 90% en pacients amb cirrosi descompensada (Charlton et al., 2015; Curry et al., 2015; Feld 

et al., 2015; Lawitz et al., 2015). Malgrat tot, un estudi recent sembla apuntar que en pacients 

amb VHC els quals prèviament havien estat tractats –i curats– per CHC, s’incrementaria la 

recurrència tumoral coincidint amb l’eradicació del virus (Reig et al., 2016).  

L’ús de la derivació portosistèmica intrahepàtica transjugular és una tècnica emprada per 

tal de reduir els efectes deleteris associats a la hipertensió portal i a la síndrome hepatorenal. 

Malgrat això, presenta certs riscos associats al procediment que cal tenir en consideració 

(Chalasani et al., 2000). En pacients cirròtics i amb ascites, la paracentesi i la profilaxis 
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antibiòtica són també altres estratègies per tal de drenar el líquid de la cavitat abdominal i per 

prevenir peritonitis bacteriana espontània, respectivament. Alhora, també es recomana reduir 

la ingesta de sodi a la dieta així com el tractament amb diürètics en determinats estadis de la 

malaltia (Moore i Aithal, 2006). Si bé actualment la formació d’ascites és menys habitual 

gràcies a les millores de detecció precoç del procés fibròtic, l’única opció factible de millora 

pels pacients amb una cirrosi avançada és el trasplantament hepàtic. De fet, la cirrosi hepàtica 

és la indicació més comuna de trasplantament de fetge a Europa, amb més de 5.500 

trasplantaments anuals (Blachier et al., 2013). Actualment, la taxa de supervivència a 1 any i a 

5 anys després de la cirurgia se situa al voltant del 85% i del 75%, respectivament (Roberts et 

al., 2004).  

 

2.6. Cas particular: pacients amb VHC i sotmesos a un trasplantament hepàtic 

Una de les característiques comunes que presenten tots els pacients amb càrrega viral 

sostinguda és la reinfecció de l'empelt després del trasplantament hepàtic (Berenguer, 2002). 

Evidències histològiques demostren que ja a la segona setmana després del trasplantament 

apareix una recurrència del VHC en l'empelt i, a l'any de la cirurgia, al voltant del 50% dels 

pacients ja presenten notables evidències histològiques de recurrència del virus (Charlton et 

al., 2015; Féray et al., 1992). De fet, el curs clínic de la infecció pel VHC després del 

trasplantament hepàtic es caracteritza sovint per un procés fibròtic accelerat i progressiu que 

dóna lloc a cirrosi al voltant del 30% dels pacients als 5 anys després de la cirurgia (Charlton et 

al., 2015). A més a més, diversos estudis que han realitzat un seguiment del procés fibrogènic 

mitjançant biòpsies hepàtiques, han confirmat que els pacients amb infecció pel VHC i 

sotmesos a un trasplantament hepàtic presenten una major progressió de fibrosi per any que 

els pacients immunocompetents que encara no havien estat sotmesos a aquest procediment 

(Yilmaz et al., 2007). Per tant, la ràpida progressió de la fibrosi és una característica inherent en 

els pacients amb VHC i trasplantats, tot i que els percentatges de desenvolupament de fibrosi i 

cirrosi difereixen considerablement en funció de l'estudi (entre el 11 i el 47% als 3 anys post 

cirurgia) (Berenguer i Schuppan, 2013). A més a més, diverses investigacions han demostrat 

que la presència d'hipertensió portal, un estadi de fibrosi F≥2 (sistema de classificació Ishak; 

veure apartat 3.2.a) o una gravetat de l'activitat necroinflamatòria a l'any després del 

trasplantament semblen ser indicadors per a la identificació de pacients amb una progressió 

més accelerada de fibrosi i que estan en risc de descompensació i pèrdua de l'empelt a causa 

de la recurrència del virus (Blasco et al., 2006; Carrión et al., 2010). 
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3. ESTRATÈGIES D’AVALUACIÓ DE LA FIBROSI HEPÀTICA. 

3.1. Aspectes generals 

Determinar la magnitud de la fibrosi hepàtica és primordial per tal de definir el seu 

pronòstic i progressió i poder delimitar les decisions terapèutiques a seguir. Al llarg de les 

últimes dècades, s’han invertit molts recursos en el descobriment i desenvolupament de noves 

estratègies que millorin la capacitat diagnòstica actual de la malaltia hepàtica. Aquests 

esforços venen justificats per l’elevat interès en diagnosticar precoçment als pacients amb 

fibrosi hepàtica i poder iniciar el més aviat possible les intervencions terapèutiques  

necessàries per evitar així possibles complicacions. Bàsicament, les diferents estratègies 

emprades per a aquesta finalitat es poden classificar en invasives i no invasives. Pel que fa al 

primer grup, els procediments més habituals inclouen la biòpsia hepàtica i el GPVH. Del segon 

conjunt en canvi, s’hi inclourien les proves d’imatge (ARFI i Fibroscan), la determinació de 

diferents paràmetres de dany hepàtic o de recanvi de la MEC que es troben presents en sang 

(marcadors serològics) o els perfils proteòmics obtinguts en diferents fluids biològics, entre 

d’altres (figura 4). 

 

3.2. Mètodes invasius 

a) Biòpsia hepàtica 

La biòpsia hepàtica és actualment el mètode de referència per a determinar el grau de 

fibrosi en el fetge (Mani i Kleiner, 2009; Mehta et al., 2009). A l’hora de poder realitzar un 

diagnòstic aproximat del pacient fibròtic, durant la dècada dels 90 es van desenvolupar 

diferents sistemes de classificació a partir de les examinacions histològiques obtingues a través 

d’aquest procediment (figura 5). Entre ells, cal destacar el sistema METAVIR (METAVIR 

Figura 4. Estratègies 
diagnòstiques per a la 
detecció de fibrosi hepàtica. 
El text en vermell indica els 
procediments invasius; en 
blau es mostren les proves 
d’imatge i en verd les anàlisis 
sèriques (procediments no 
invasius). Figura adaptada i 
modificada de Friedman et al., 
2010. 



Introducció 

 

                     14 

Cooperative Study Group, 1994), el 

Ishak  (Ishak et al, 1995) i el Scheuer 

(Scheuer, 1991). Moltes d’aquestes 

aproximacions fan ús del concepte de 

graduació i d’estadificació. El primer 

terme (graduació) descriu la 

intensitat de l’activitat necro-

inflamatòria mentre que el segon, 

l’estadificació, es focalitza en 

l’alteració arquitectònica de l’òrgan 

així com en  la determinació de la 

quantitat de fibrosi. En el cas concret 

del sistema Ishak per exemple, la 

graduació s’avalua a través de la 

modificació d’un mètode semiquantitatiu descrit per Knodell et al. (Knodell et al., 1981), el 

qual permet determinar l’índex d’activitat histològica. El sistema de puntuació va de 0 a 18, 

essent 0 “no inflamació” i 18 el grau més elevat de necroinflamació. L’estadificació, en canvi, 

es basa en una puntuació sobre 6 en la qual s’avalua l’extensió de la fibra. Com anteriorment, 

el valor més baix indica absència de fibra mentre que un valor de 6 suggereix un estadi cirròtic. 

Pel que fa al sistema Scheuer, tant la puntuació de la graduació com la de l’estadificació 

comprèn cinc estadis progressius. En concret, i pel que fa a l’últim concepte, un estadi F=0 

indica absència de fibrosi. Quan apareix un lleugera fibrosi portal es considera F1, mentre que 

si aquesta ja es troba per la zona periportal es classifica com a F2. Finalment, quan la fibrosi es 

localitza més enllà del tracte portal formant septes fibrosos es considera F3 i quan apareixen 

nòduls de regeneració ja es classifica com a F4, cirrosi (Scheuer, 1991; Theise, 2007). 

Finalment, el sistema METAVIR presenta una puntuació molt similar respecte al sistema 

anterior pel que fa a l’estadificació (valors de 0 a 4) i en canvi, un menor rang pel que fa a 

l’activitat inflamatòria (valors de 0 a 3).  

Tant el sistema METAVIR com el de Scheuer, a l’usar només 4 estadis diferents per 

estadificar la fibrosi hepàtica, permeten una millor reproductibilitat i major concordança entre 

els patòlegs en comparació amb el sistema Ishak (Friedman, 2003). Ara bé, tot i les diferències 

existents entre alguns dels sistemes (taula 1), el propòsit final de tots ells és registrar aquelles 

característiques histològiques que semblen indicar major severitat i progressió del procés 

fibrogènic, així com poder realitzar un diagnòstic i confirmar l’etiologia en casos d’incertesa.  

Figura 5. Representació esquemàtica de la histologia hepàtica 

amb diversos canvis patològics. Figura adaptada i modificada 

de Rahn, 2011. 
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Tall histològic 
(tinció Sirius-Red)

Descripció ISHAK
METAVIR/
SCHEUER

Absència de fibrosi 0 F0

Localització d’una lleugera 
fibrosi portal

1 F1

Extensió de la fibrosi a la 
majoria de les àrees portals

2

F2

Fibrosi en la majoria de les 
àrees portals i, ocasionalment, 
formant septes fibrosos 

3

Fibrosi més enllà del tracte 
portal i formant ponts fibrosos 
(porto-portals)

4

F3

Formació de ponts fibrosos 
porto-portals i porto-centrals i,
ocasionalment, nòduls

5

Cirrosi , probable o confirmada, 
amb un elevat nombre de 
nòduls de regeneració

6 F4

Malgrat les clares avantatges que 

presenta la biòpsia hepàtica, no està 

lliure d’inconvenients. Primerament, si 

bé es realitza en molts dels hospitals, 

aquest procediment l’ha d’executar 

exclusivament personal qualificat. Per 

altra banda, la mostra obtinguda 

només representa el 0,002% del total 

de l’òrgan i, a causa de la distribució 

heterogènia de la fibrosi, existeix un 

error de mostreig força elevat que pot 

acabar infravalorant el diagnòstic 

(Bedossa et al., 2003; Castera i 

Pinzani, 2010). Paral·lelament, la 

quantifica-ció de la biòpsia presenta 

una alta variació inter-observador, 

assolint una variabilitat de fins el 25% 

en alguns casos (Bedossa et al., 2003). A més a més, no permet determinar els mecanismes 

patogènics subjacents (Friedman, 2003). Per acabar, un altre aspecte negatiu a destacar és la 

naturalesa invasiva de la biòpsia hepàtica, amb una clara morbiditat associada. En concret, 

entre un 20-40% dels pacients noten molèsties després del procediment i al voltant del 0,5% 

del pacients presenten complicacions majors com sangrat, infeccions, hemobília o fins i tot la 

mort (Cadranel et al., 2000; Lindor et al., 1996). Per aquests motius, la biòpsia hepàtica 

presenta una baixa tolerància i no acostuma a estar indicada com a procediment a emprar per 

a l’avaluació dinàmica del grau de fibrosi en funció del tractament (Castera, 2014; Grønbaek et 

al., 2002; Regev et al., 2002).  

 

b) Gradient de pressió venós hepàtic 

Si bé la biòpsia hepàtica es realitza normalment de forma percutània (A-Kader, 2012; van 

Beek i Funaki, 2013), també es pot obtenir de forma transjugular. Aquest últim procediment, a 

més a més d’adquirir mostres d’una qualitat similar a les obtingudes de forma percutània, 

permet obtenir informació pronòstica addicional a través de la mesura indirecta de la pressió 

portal (determinació del GPVH). Malgrat això, el procediment és més laboriós i normalment es 

necessita que el pacient estigui ingressat al voltant d’un o dos dies (Bosch et al., 2009), 

comportant potencials inconvenients i complicacions per aquest. Si només es necessita 

Taula 1. Estadificació dels sistemes de classificació en la fibrosi 

hepàtica. La taula està construïda a partir de la informació 

recollida als articles de Mannan et al., 2014 i Theise, 2007.  
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mesurar el GPVH però, també es pot realitzar de forma lleugerament menys invasiva a través 

d’una incisió per la vena femoral o l’antecubital (Bosch et al., 2009). Quan el valor obtingut del 

GPVH és superior a 5 mm Hg, es considera que el pacient presenta hipertensió portal. Malgrat 

això, la hipertensió portal clínicament significativa apareix per sobre dels 10 mm Hg, on 

existeixen majors possibilitats de desenvolupar varius esofàgiques (Groszmann et al., 2005). De 

fet, els pacients amb un valor inferior als 10 mm Hg tenen només un 10% de probabilitats de 

descompensar-se durant els següents 4 anys, mentre que quan superen aquest punt de tall, 

presenten majors possibilitats de complicacions i la incidència de CHC s’incrementa en sis 

vegades (Ripoll et al., 2007, 2009). 

Recentment, el GPVH ha demostrat ser més precís que la biòpsia hepàtica a l’hora 

d’identificar pacients amb recurrència severa del VHC després d’un transplantament hepàtic 

(Blasco et al., 2006). Tanmateix, ambdós procediments són invasius i per tant, existeixen forces 

contraindicacions. Tots aquests factors han comportat que, recentment, hagi crescut l’interès 

en el desenvolupament de mètodes alternatius no invasius per analitzar el grau de fibrosi 

hepàtica i realitzar el seu seguiment de forma més segura. De fet, el desenvolupament 

d’aquestes noves estratègies no invasives per estadificar i/o validar l’evolució de la malaltia 

han posat de manifest que, globalment, la biòpsia hepàtica és probablement un mètode de 

referència imperfecte (Castera i Pinzani, 2010).  

 

3.3. Mètodes no invasius 

a) Biomarcador 

A causa de la necessitat urgent de definir noves estratègies no invasives, un dels camps 

més actius en la malaltia hepàtica durant l’última dècada ha estat la recerca de millors proves 

d’imatge (biomarcadors funcionals/anatòmics) així com marcadors sèrics no invasius 

relacionats amb el seu diagnòstic, pronòstic i seguiment (biomarcadors moleculars/solubles).  

El terme biomarcador, acrònim de marcador biològic, es refereix de forma genèrica a qualsevol 

indicació objectiva i mesurable sobre l'estat mèdic observat d’un pacient. Existeixen múltiples 

maneres més precises de definir aquest concepte i, afortunadament, totes elles se superposen 

considerablement. Tanmateix, al llarg de les últimes dues dècades s’ha intentat estandarditzar 

la seva definició i és per això que a l’any 1998 es va iniciar un consens entre diverses 

especialitats per tal de trobar-ne una conjunta (Biomarkers definitions working group, 2001). 

Concretament, es va definir el terme biomarcador com una “característica mesurada i 

avaluada de forma objectiva com a indicador de processos biològics normals, processos 

patogènics o respostes farmacològiques a una intervenció terapèutica”. L’any 2001, el 
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programa internacional de seguretat química, dirigit per l'Organització Mundial de la Salut 

(OMS) i en coordinació amb les Nacions Unides i l'Organització Internacional del Treball (WHO, 

2001), també van definir aquest terme com "qualsevol substància, estructura o procés que es 

pot mesurar en el cos o en els seus productes i que permet detectar una malaltia o el seu 

pronòstic”. Inclús una definició més àmplia havia estat exposada per la mateixa OMS uns anys 

abans (WHO, 1993) i engloba, no només la incidència i la detecció de la malaltia, sinó també 

els efectes dels tractaments, les intervencions i l'exposició del medi ambient. Concretament, 

afirma que un biomarcador pot ser “gairebé qualsevol mesura que reflecteixi una interacció 

entre un sistema biològic i un perill potencial, que pot ser d'origen químic, físic o biològic. 

Aquesta, pot ser funcional i fisiològica, bioquímics a nivell cel·lular, o una interacció molecular”.  

Si bé existeixen múltiples funcions dels biomarcadors, n’hi ha cinc de principals 

(Puntmann, 2009): 

- Biomarcadors antecedents: identificació del risc a desenvolupar una malaltia. 

- Biomarcadors de detecció: cribatge de la malaltia subclínica. 

- Biomarcadors de diagnòstic: detecció de la malaltia quan ja existeixen manifestacions 

clíniques. 

- Biomarcadors d’estadificació: determinació de la severitat de la malaltia. 

- Biomarcadors de pronòstic: predicció del curs de la malaltia o de la resposta a una 

teràpia. 

Pel que fa a les característiques ideals d’un marcador hepàtic, aquest hauria d’ésser 

específic del fetge, no variar amb les alteracions metabòliques ni amb l’excreció renal o biliar i 

ser fàcilment mesurable. Per altra banda, hauria de ser fiable i sensible a l’hora de discriminar 

els diferents estadis de fibrosi en qualsevol tipus de malaltia hepàtica crònica, presentar bona 

correlació amb el contingut de la MEC i ser útil per tal de monitoritzar la resposta al 

tractament antifibrogènic (Baranova et al., 2011). Si bé és cert que encara no n’hi ha un que 

compleixi amb totes i cadascuna d’aquestes condicions (Watkins, 2009), els avenços en el 

camp han permès la identificació de nous biomarcadors molt prometedors.  

El procediment típic a seguir en la validació d’un biomarcador és comparar-lo amb el 

mètode de referència actual (Puntmann, 2009). No obstant, tenint present que la biòpsia 

hepàtica és un mètode de referència imperfecte, mai es podran obtenir àrees sota la corba 

ROC (AUROC) de 1 (Bedossa et al., 2003). Per tant, molts experts en fibrosi hepàtica 

consideren que els tests no invasius amb una AUROC que oscil·li entre 0,85 i 0,9 són tan bons 

com la biòpsia hepàtica per estadificar la malaltia (Bedossa i Carrat, 2009; Mehta et al., 2009). 

Malgrat tot, encara existeix una certa reticència a acceptar les estratègies no invasives de 
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Figura 6. Elastografia de transició obtinguda d’un 
pacient amb VHC. Figura obtinguda de Martínez et al., 
2011. 

diagnòstic de la fibrosi hepàtica com una alternativa viable i preferible a la biòpsia hepàtica 

(Martínez et al., 2011). 

 

b) Proves d’imatge 

Aquest tipus de tècniques són una aproximació molt atractiva per avaluar la fibrosi 

hepàtica. Segurament és conseqüència de la seva bona reproductibilitat, de la rapidesa en 

l’obtenció de resultats i de la capacitat de realitzar múltiples determinacions al llarg del temps 

sense complicacions ni riscs per al pacient (Carrión, 2009). A més a més, permeten detectar 

també canvis estructurals en l’òrgan. De fet, l’acumulació i deposició de MEC a causa de 

l’activació de les cèl·lules hepàtiques estrellades condueix a alteracions en la microestructura 

del fetge que es reflecteixen en un augment de la rigidesa hepàtica i a canvis en el flux sanguini 

(Baranova et al., 2011). Els recents avenços tecnològics han permès doncs avaluar aquests 

paràmetres amb tècniques com l’elastografia de transició (ET), la radiació acústica per impuls 

de força (ARFI) i la imatge per ressonància magnètica (IRM). Seguidament s’exposen les 

característiques principals de les tècniques més rellevants: 

 

i. Elastografia de transició 

L’elastografia de transició (o Fibroscan®) 

és segurament un dels mètodes d’imatge 

més emprats a Europa i ha estat recomanat 

per l'Associació Europea per a l'Estudi del 

Fetge per avaluar als pacients amb VHC 

(European Association for the Study of the 

Liver, 2011). Aquest es basa en la 

determinació de la rigidesa o l’elasticitat 

hepàtica mitjançant un pols mecànic de 

vibració i una ona d’ultrasons (figura 6) 

(Sandrin et al., 2003). Concretament, 

l’emissió del pols mecànic produeix una vibració d’amplitud mitja i de freqüència baixa que es 

propaga a través del teixit (ona elàstica o mecànica) entre 25 mm i 65 mm per sota de la 

superfície cutània (Foucher at el., 2006). Seguidament, l’ona d’ultrasons que segueix l’ona 

mecànica mesura la velocitat de propagació de l’ona elàstica. Aquesta velocitat es correlaciona 

directament amb la rigidesa de l’òrgan segons l’equació del mòdul de Young E=3ρν2 (on “ν” és 

la velocitat de propagació de l’ona elàstica i “ρ” la densitat del teixit) i permet determinar el 

paràmetre en qüestió, expressant el resultat final en kilopascals (kPa) (Sandrin et al., 2003).  El 
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Figura 7. ARFI obtinguda d’un pacient amb VHC. Figura 
obtinguda de Martínez et al., 2011. 

seu rang de detecció és ampli, situant-se entre els 2,5 i els 75 kPa. Si bé a menor velocitat de 

propagació existeix una menor rigidesa hepàtica, els valors d’elasticitat hepàtica en subjectes 

sans es situen en 5,81±1,54 i 5,23±1,59 en homes i dones, respectivament (Roulot et al., 2008). 

Malgrat que la mesura és indolora i no pren més d’uns 5-10 minuts, la seva precisió a l’hora 

d’avaluar graus moderats de fibrosi hepàtica no és tan fiable en comparació amb el diagnòstic 

de la fibrosi avançada i cirrosi (Friedrich-Rust et al., 2008). A més a més, s’ha demostrat que en 

pacients amb un espai intercostal estret o amb un índex de massa corporal elevat l’ús del 

Fibroscan® tampoc és efectiu (Castera et al., 2010a).   

 

ii. ARFI 

La radiació acústica per impuls de 

força (ARFI) és també un mètode diagnòstic 

que permet avaluar de forma indirecta la 

fibrosi hepàtica. Concretament, aquesta 

tècnica ha estat desenvolupada per 

Siemens® i es troba integrada en un equip 

d’ecografia convencional que, mitjançant 

l’ús d’una sonda i sense necessitat de 

compressió externa, avalua la rigidesa del 

teixit hepàtic per mitjà de la velocitat (m/s) 

a la que una ona elàstica generada per un 

impuls acústic travessa la regió d’interès (figura 7) (Lu i Ling., 2016). Si bé aquest mètode 

quantitatiu proporciona una única mesura unidimensional de la rigidesa de l’òrgan (com el 

Fibroscan®), es poden obtenir vàries imatges que permeten aconseguir generar una imatge en 

mode B de dues dimensions. La regió obtinguda acostuma a ser d’uns 10x5 mm de superfície 

(Jeong et al., 2014), i pot ésser analitzada en la imatge bidimensional en mode B fins a un 

màxim de 8 cm de profunditat des del pla de la pell (Fahey et al., 2005). Així doncs, aquesta 

modalitat diagnòstica aporta informació estructural a les propietats morfològiques que mostra 

l'ecografia i permet obtenir resultats quantitatius mesurables de manera objectiva. El seu rang 

de detecció però, no és tan ampli com el Fibroscan®, situant-se entre els 0,7 i els 4,6 m/s 

(Boursier et al., 2010). En individus sans, els valors es troben al voltant de la unitat (Crespo et 

al., 2012). Si bé el procediment és ràpid, indolor i fàcil de realitzar, la regió d’avaluació és petita 

i les mesures d’elasticitat no s’obtenen en temps real. A més a més, tampoc existeix cap criteri 

qualitatiu per acceptar o excloure una mesura (Frulio i Trillaud, 2013; Martínez et al., 2011).  
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Figura 8. MRE obtinguda del fetge d’un 
pacient cirròtic amb VHC. Figura adaptada de 
Venkatesh et al., 2013. 

iii. Imatge per ressonància magnètica 

La imatge per ressonància magnètica és una altra de les estratègies emprades per tal 

d’avaluar la fibrosi hepàtica. De fet, diverses tècniques basades en aquest principi han estat 

estudiades, essent les imatges per difusió, les imatges de perfusió, l'espectroscòpia de 

ressonància magnètica i l’elastografia de ressonància magnètica unes de les més usades 

(Girometti et al., 2007; Lim et al., 2003; Manduca et 

al., 2001; Talwalkar et al., 2008; Yin et al., 2007). 

Aquesta última utilitza ones mecàniques per 

avaluar quantitativament en kPa el mòdul de 

cisallament o rigidesa del fetge (figura 8) 

(Muthupillai et al., 1995). L’ànalisi potencial de tot 

el parènquima hepàtic, juntament amb la 

independència de l'operador i la capacitat 

d’analitzar pacients obesos i/o amb ascites són 

algunes de les avantatges més clares (Huwart i van 

Beers, 2008). A més, aquest mètode pot ajudar a la 

quantificació del contingut de grassa hepàtica (Martínez et al., 2011). Malgrat això, el seu 

elevat cost i la llarga durada de la tècnica són dues de les limitacions més rellevants a destacar.  

 

c) Marcadors serològics 

i. Marcadors indirectes 

Els marcadors indirectes, o també anomenats de classe II, són la primera aproximació per 

estudiar la funció hepàtica i determinar el potencial grau de fibrosi en el fetge. En aquest grup 

s’engloben els elements alliberats en sang a causa de la inflamació i el dany hepàtic, les 

molècules sintetitzades o metabolitzades pel fetge i també els processos habitualment 

interromputs a causa de la disfunció hepàtica com la resistència a la insulina (Baranova et al., 

2011). Així doncs, el formen els clàssics marcadors bioquímics obtinguts de l’anàlisi rutinària de 

funció hepàtica dels laboratoris clínics. Entre ells, s’inclouen les aminotransferases (ALT i AST),   

el recompte de plaquetes, la gamma glutamil transferasa (GGT), la bilirubina total, la fosfatasa 

alcalina, els temps de protrombina, i els tradicionals marcadors sèrics relacionats amb la 

inflamació com l’haptoglobina, l’apolipoproteïna-A1 i la α2-macroglobulina, entre d’altres 

(Fernández-Varo, 2012). Per tal de millorar la capacitat diagnòstica d’aquests marcadors 

serològics, s’han desenvolupat una gran varietat d’índexs (taula 2) que s’obtenen de la 

combinació d’alguns dels marcadors indirectes exposats. Per definició, un índex està format 

per la combinació de diferents paràmetres –biomarcadors directes i/o indirectes, paràmetres 
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Índex Estudi Components individuals Etiologia
Sensibilitat 

(%)

Especificitat

(%)

Ràtio
AST/ALT

Sheth et al.,
1998

AST i ALT VHC 53 100

PGA
Teare et al., 
1993

Temps de protrombina, GGT 
i apolipoproteïna A1

Diversa 91 81

APRI
Wai et al., 
2003

AST, recompte de plaquetes VHC 89 75

FibroTest/
FibroSure

Imbert-Bismut
et al., 2001

α2-macroglobulina, 
apolipoproteïna A1, 
haptoglobina, GGT, 
bilirubina total, edat i sexe

VHC 75 85

FibroIndex
Koda et al., 
2007

Recompte de plaquetes, 
AST i GGT

VHC 30-40 97

Forns
Forns et al.,
2002

Edat, recompte de 
plaquetes, GGT, colesterol

VHC 94 51

FIB-4
Sterling et al., 
2006

Recompte de plaquetes, 
ALT, AST i edat

VHC + VIH 70 74

Simple test
Angulo et al., 
2007

Edat, hiperglucèmia, índex 
de massa corporal, 
recompte de plaquetes, 
albúmina i AST/ALT

EHNA

2 punts de tall

77 71

43 96

demogràfics com l’edat i el sexe– que, mitjançant diferents fórmules matemàtiques, permeten 

incrementar l’eficàcia diagnòstica envers els biomarcadors per separat. A continuació 

s’analitzen tres dels índexs més destacats que estan formats per diferents paràmetres 

indirectes: 

- APRI (AST-to-Platelet Ratio Index): Aquest marcador utilitza dues variables 

bioquímiques de rutina com són la AST i el recompte de plaquetes (Wai et al., 2003). El 

valor de l’índex s’obté a través de la fórmula següent: 

 

On LSN: límit superior de normalitat de la AST 

Aquest índex ha estat validat com a marcador de fibrosi hepàtica significativa en 

pacients coinfectats amb el VHC i el VIH, i recentment s'ha utilitzat per determinar la 

fibrosi avançada en els pacients VIH-monoinfectats (DallaPiazza et al., 2010). 

- FibroTest/FibroSure®: Descrit per Imbert-Bismut et al. l’any 2001, aquest índex 

presenta una fórmula patentada (BioPredictive, París, França) on es combinen cinc 

paràmetres bioquímics sèrics (α2-macroglobulina, apolipoproteïna A1, haptoglobina, 

GGT i bilirubina) juntament amb l’edat i el sexe del pacient. La puntuació obtinguda es 

correlaciona amb el grau de dany hepàtic en pacients fibròtics/cirròtics amb VHC. 

Taula 2. Índexs formats per la combinació de marcadors indirectes. Taula adaptada i ampliada de Baranova et al., 
2011. 
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Posteriorment també s’ha emprat en altres etiologies. Malgrat això, a causa de la 

variabilitat existent a l’hora de determinar els diferents components, l’avaluació del 

FibroTest/FibroSure® només es pot realitzar en laboratoris validats (Friedrich-Rust et 

al., 2010). 

- Índex de Forns: Aquest model predictiu combina l’edat i 3 paràmetres bioquímics: 

recompte de plaquetes, GGT i el colesterol (Forns et al., 2002). Gràcies a aquest índex 

es pot predir la presència de fibrosi significativa o cirrosi en pacients amb VHC i, 

conseqüentment, evitar la realització d’una biòpsia hepàtica en un terç d’aquest 

col·lectiu. La fórmula per obtenir el valor de l’índex és la següent: 

Forns =7,811 – 3,131 x ln (rec.plaquetes) + 0,781 x ln (GGT) + 3,467 x ln (edat) – 0,014 x (colesterol) 

Un cop obtingut el valor numèric, si aquest és inferior a 4,21 es pot considerar que hi 

ha absència de fibrosi significativa. Valors majors a 6,9 indiquen presència de fibrosi 

significativa. 

Tot i el desenvolupament dels diferents índexs mencionats, els estudis publicats fins ara 

indiquen que continuen presentant mancances a l’hora de classificar el grau de fibrosi 

(Castera, 2012) i només permeten confirmar la presència de fibrosi significativa en un terç dels 

pacients (Leroy et al., 2007). Això es deu, en part, a que la mesura del procés fibrogènic és 

indirecta.  

Pel que fa a l’anàlisi de la cirrosi hepàtica, és rellevant mencionar l’existència de dos altres 

índexs que també usen diferents paràmetres indirectes per avaluar-la: el Child-Pugh i el MELD 

(Model for End-stage Liver Disease). Tot i això, ambdós estan focalitzats en la determinació del 

tractament requerit, la gravetat i el pronòstic de la cirrosi hepàtica exclusivament (Farnsworth 

et al., 2004, Kamath et al., 2001). L’índex Child-Pugh es basa en la determinació dels valors 

serològics d’albúmina i bilirubina així com d’ascites, d’encefalopatia i del temps de 

protrombina (Pugh et al., 1973). A cada paràmetre se li assigna un valor entre 1 i 3, essent 3 el 

de major gravetat. En funció dels punts totals obtinguts, el pacient es pot classificar en tres 

grups diferents: classe A (millor pronòstic), B (pronòstic intermedi) o C (mal pronòstic). L’índex 

MELD en canvi, utilitza paràmetres més objectius com són els valors sèrics de la bilirubina, la 

creatinina i la ràtio normalitzada internacional (INR) (Malinchoc et al., 2000). La fórmula 

matemàtica de l’escala MELD és:  

MELD = 9,57 × Loge (creatinina mg/dL) + 3,78 × Loge (bilirubina total mg/dL) + 11,2 × Loge (INR) + 0,643 

El resultat és un nombre que es troba en un rang entre 6 i 40 aproximadament. De forma 

similar a l’observat en els altres índexs, un valor elevat indica un pitjor pronòstic (Wiesner et 

al., 2003).  
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ii. Marcadors directes 

Per tal d’aportar informació complementària als marcadors indirectes, s’han estudiat 

també un altre tipus de marcadors, els anomenats marcadors directes o de classe I. Com s’ha 

vist amb anterioritat, durant el procés fibrogènic existeix un desequilibri entre la degradació i 

producció de les proteïnes de la MEC (Bataller i Brenner, 2009). Aquests marcadors doncs, al 

ser capaços de detectar de forma directa els desequilibris que es produeixen entre la 

degradació i la producció de la MEC, són clínicament rellevants tant per realitzar una 

estadificació de la fibrosi hepàtica com per monitoritzar l’activitat fibrinogènica i la degradació 

de les proteïnes de la MEC (Martínez et al., 2011). Es caracteritzen per ser fragments dels 

components que formen la MEC i productes del metabolisme del col·lagen, els quals són 

produïts per les cèl·lules hepàtiques estrellades durant el procés fibrogènic (Sebastiani, 2012). 

Un exemple d’aquest grup de marcadors són el col·lagen tipus I, la fibronectina, l’àcid 

hialurònic (AH), l’inhibidor tissular de la metaloproteïnasa tipus 1 (TIMP-1) o el propèptid 

aminoterminal del procol·lagen tipus III (PIIINP). Malauradament, la majoria dels estudis 

realitzats fins ara presenten certes limitacions, no només en el procés de validació, sinó també 

en la seva capacitat diagnòstica i pronòstica (Castera i Pinzani, 2010; Sebastiani, 2012). Així 

doncs, i per intentar millorar aquestes capacitats, s’han desenvolupat també diferents índexs 

que combinen diversos marcadors directes. Un dels més coneguts és el ELF (Enhanced Liver 

Fibrosis), el qual es va obtenir després d’un estudi multicèntric internacional en 1.021 pacients 

amb diferent etiologia hepàtica (Rosenberg et al., 2004). Inicialment, aquest índex tenia en 

consideració l’edat dels pacients, però al 2008 es va validar la puntuació de l’algoritme només 

tenint en compte els valors sèrics de 3 marcadors directes. La definició de cadascun d’ells 

s’exposa a continuació: 

- AH: És un polímer lineal, distribuït per l'espai extracel·lular amb unitats repetides de 

disacàrids {[àcid D-glucoriònic (1-β-3) D-N-acetilglucosamina (1 β-4)]n}, que és 

sintetitzat per les cèl·lules hepàtiques estrellades i degradat per les cèl·lules 

endotelials sinusoïdals (Gressner i Bachem, 1990; Laurent i Fraser, 1992). S'ha avaluat 

com a biomarcador de fibrosi hepàtica ja que presenta una bona correlació amb la 

gravetat de la malaltia. La seva principal utilitat diagnòstica és la capacitat d'excloure 

fibrosi avançada i cirrosi (Halfon et al., 2005; Suzuki et al., 2005). 

- TIMP-1: És una proteïna que interacciona amb les MMPs tot inhibint la seva activitat i 

funcionament. Diversos estudis apunten que valors elevats tant de TIMP com de MMP 

es correlacionen amb el procés cirròtic (Boeker et al., 2002; Trocme et al., 2006). 

- PIIINP: És el producte obtingut de l’escissió de l’extrem N-terminal del procol·lagen 

tipus III al seu pas a col·lagen III, el qual és sintetitzat durant la fibrogènesi hepàtica per 
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les cèl·lules hepàtiques estrellades (Guechot et al., 1996). S’ha vist que el PIIINP és un 

bon predictor de fibrosi en pacients amb diferents etiologies (Nøjgaard et al., 2003; 

Trocme et al., 2006).  

Tot i l’elevada eficàcia d’aquest algoritme per detectar pacients amb fibrosi significativa i 

cirrosi (Crespo et al., 2012; Guha et al., 2008; Martínez et al., 2011), diversos estudis han 

apuntat que la seva capacitat diagnòstica en fibrosi hepàtica lleu o moderada és més reduïda 

(Crespo et al., 2012; Lichtinghagen et al., 2013). De fet, una de les limitacions d’aquests tipus 

de biomarcadors és que no són totalment específics del fetge i els seus nivells poden estar 

elevats en presència de processos inflamatoris o altres patologies. A més a més, es poden 

veure influenciats per una disfunció de les cèl·lules endotelials, una excreció biliar alterada o 

per una disfunció renal (Grigorescu, 2006). 

 

iii. Combinació de marcadors directes i indirectes 

Al llarg dels últims anys s’han dissenyat també diversos índexs que combinen ambdós 

tipus de marcadors serològics per tal de contrarestar les diferents limitacions que presenten 

cadascun d’ells i millorar així el rendiment diagnòstic global (taula 3). Dos dels més destacats 

es troben detallats a continuació: 

- FibroMeter: Aquest índex combina diferents marcadors directes i indirectes com són el 

recompte de plaquetes, el temps de protrombina, la AST, la α2-macroglobulina, el AH, 

la urea en sang i l'edat. La bona capacitat diagnòstica i la seva aplicabilitat ha estat 

validada en diverses malalties hepàtiques cròniques com les degudes al VHC i el VHB, 

la HA i l’EHNA. Una característica important del FibroMeter és que no només s’usa 

com a eina diagnòstica sinó que també permet determinar de forma indirecta el 

percentatge de fibrosi al fetge (Calès et al., 2005). Per tant, té dos objectius diagnòstics 

principals: estadificar la fibrosi hepàtica de forma no invasiva i quantificar-la (Calès et 

al., 2008). 

- Hepascore: Aquest model usa l’edat, el sexe, la bilirrubina, la GGT i la α2-

macroglobulina com a variables predictives (Adams et al., 2005). Cinc anys després de 

la seva definició, es va realitzar un estudi multicèntric on es van incloure 512 pacients 

amb VHC i es va avaluar aquest índex de forma automatitzada (Guéchot et al., 2010). 

Els resultats obtinguts van ésser molt positius, obtenint una AUROC de 0,81 i de 0,88 

per identificar fibrosi significativa i cirrosi, respectivament.  
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Índex Estudi Components individuals Etiologia
Sensibilitat 

(%)
Especificitat

(%)

FibroSpect II
Patel et al., 

2004
α2-macroglobulina, AH, 

TIMP-1.
VHC 77 73

SHASTA
Kelleher et al., 
2005

AST, albúmina, AH. VHC + VIH 88 72

FibroMeter
Calès et al., 

2005

α2-macroglobulina,  
recompte de plaquetes, 
temps de protrombina,  
AST, edat, urea, AH.

Diversa 81 84

Hepascore
Adams et al., 

2005
Edad, sexe, bilirrubina, GGT, 

α2-macroglobulina, AH.
VHC 63 89

 

 

d) Combinació de proves d’imatge i marcadors serològics 

Recentment, s’han desenvolupat també diversos algoritmes que combinen marcadors 

serològics amb proves d’imatge. Un d’ells és l’algoritme de Castera (Castera et al., 2010b), el 

qual permet detectar la presència de fibrosi significativa (>F2 emprant el sistema METAVIR) 

mitjançant la combinació del Fibroscan® i del FibroTest®. Quan ambdues estratègies 

coincideixen en el diagnòstic, no és necessària l’obtenció d’una biòpsia hepàtica. Per contra, 

quan són discordants o no s’obté resultat de l’elasografia de transició, el procediment invasiu 

es fa necessari. Gràcies a aquesta combinació de tècniques però, es pot reduir 

significativament la necessitat de realitzar una biòpsia hepàtica. Altres de les combinacions 

emprades són les descrites per Crespo et al. l’any 2012. Concretament, l’estudi afirma que la 

combinació de l’índex ELF amb tècniques d’imatge com l’ARFI o el Fibroscan® permeten 

millorar el rendiment diagnòstic i són capaces de detectar amb millor precisió la presència de 

fibrosi significativa i cirrosi en pacients amb VHC trasplantats. Aquest fet doncs, permet evitar 

també la necessitat de biopsiar el teixit hepàtic.   

 

e) Limitacions globals de les diferents estratègies no invasives 

Malauradament, si bé moltes d’aquestes estratègies han estat validades i fins i tot algunes 

s’usen en la pràctica clínica, el seu ús es limita majoritàriament a la detecció de fibrosi hepàtica 

moderada/avançada i cirrosi. Així doncs, la capacitat d’identificar de forma no invasiva a 

pacients en estadis fibròtics precoços i amb un procés fibrogènic actiu continua essent un 

repte a assolir (Baranova et al., 2011; Schiavon et al., 2014). 

 

Taula 3. Índexs formats per la combinació de marcadors directes i indirectes. Taula adaptada i modificada de 

Baranova et al., 2011.  
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3.4. Models experimentals i estratègies per a la determinació de nous 

biomarcadors de fibrosi hepàtica 

Una de les aproximacions experimentals emprades per tal d’identificar nous biomarcadors 

de fibrosi hepàtica inicial, és l’ús de models in vivo. Aquests s’han emprat des de fa dècades, 

no només per intentar determinar i validar potencials biomarcadors, sinó per aclarir els 

diferent mecanismes que intervenen en la fisiopatologia de la fibrosi o fins i tot per comprovar 

l’efecte antifibrogènic de noves teràpies (Iredale, 2007). Un dels més usats és el model 

d’inducció de fibrosi en rates mitjançant l’administració crònica de tetraclorur de carboni 

(CCl4), el qual indueix una fibrosi progressiva que assoleix diferents graus d’intensitat en funció 

de les setmanes d’exposició (Segovia-Silvestre et al., 2011). Concretament, el dany es produeix 

a causa dels radicals lliures formats durant el seu metabolisme: el triclorometil (CCl3
•) i el 

triclorometil-peroxil (Cl3COO•). Quan aquests radicals són metabolitzats pel citocrom p-450, 

generen estrès oxidatiu que comporta un dany hepàtic i, conseqüentment, una regeneració 

hepàtica irregular (Jiménez et al., 1992). De fet, els resultats observats tant en el nostre 

laboratori com en d’altres han demostrat que aquests animals tenen un increment gradual de 

la deposició hepàtica de fibres de col·lagen, que alhora s'associa amb un trastorn progressiu en 

l'hemodinàmica sistèmica i esplàncnica, amb alteracions sèriques de les proves de funció 

hepàtica i renal i finalment en una retenció marcada de sodi i aigua que resulta en la formació 

d'ascites (Clària i Jiménez, 2005). Aquesta seqüència d'esdeveniments és molt similar a 

l'observada en la cirrosi humana i posa de manifest la importància d’emprar aquest model per 

comprendre millor els mecanismes patofisiològics implicats en aquests fenòmens. 

Així doncs, la combinació d’aquest tipus de procediments amb tècniques d’avantguarda 

com l’espectrometria de masses representa una estratègia molt valuosa per tal d’intentar 

diagnosticar de forma precoç la fibrosi hepàtica. A més a més, l’anàlisi de perfils proteòmics 

pot contribuir en gran mesura a aquesta fita (Schiavon et al., 2014). 
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Figura 9. Representació de la càrrega neta d’una proteïna en funció de la variació del pH. 

4. PROTEÏNES. 

4.1. Aspectes generals 

Les proteïnes constitueixen al voltant del 75% del pes en sec de l’organisme, essent fins i 

tot major en determinats fluids biològics com el plasma sanguini (Lane et al., 2015). A més a 

més, són les responsables de la majoria de les funcions biològiques que es produeixen a 

l’organisme. Entre elles, cal destacar les relacionades amb el transport, l’activitat defensiva, 

l’estructural, l’enzimàtica, la reguladora, l’hormonal, l’homeostàtica i la de reserva (Alberts et 

al., 2007; Doonan, 2002; O’Connor i Adams, 2010). 

 

4.2. Aminoàcids 

Els aminoàcids són els components principals de les proteïnes. Aquests compostos 

orgànics es caracteritzen per contenir un grup carboxil (-COOH), un grup amino (-NH2) i una 

cadena lateral (R), la qual és específica de cada aminoàcid. Aquesta característica intrínseca 

comporta que cada aminoàcid presenti propietats i comportaments diferencials envers la 

resta. De forma general però, quan el pH és baix, els aminoàcids es troben en la seva forma 

catiònica a causa de la protonació del grup amino. Contràriament, a valors de pH elevats, 

ambdós grups estan desprotonats i l’aminoàcid presenta una càrrega global negativa que 

prové del grup carboxil. En condicions fisiològiques en canvi (pH≈7,4), el grup amino es troba 

normalment protonat i el grup carboxil desprotonat, generant-se una molècula dipolar 

globalment neutre que es coneix com a zwitterió (figura 9) (Doonan, 2002). El valor de pH que 

genera aquesta conformació zwitteriònica es coneix com a punt isoelèctric (pI) de la proteïna.  

 

S’han identificat més de 500 aminoàcids (Wagner i Musso, 1983), encara que només 22 

són els emprats per a la síntesi de proteïnes (Bischoff i Schlüter, 2012). Tradicionalment, es 

creia que únicament eren 20, però l’any 1986 es va descriure la selenocisteïna com el 21è 
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aminoàcid  (Zinoni et al., 1986) i, l’any 2002, es va identificar la pirrolisina com el 22è 

(Srinivasan et al., 2002). Aquest últim però, només s’ha pogut detectar en arqueobacteris.  

Existeixen diferents 

criteris de classificació dels 

aminoàcids, encara que 

habitualment s’agrupen en 

funció de les propietats de les 

seves cadenes laterals (figura 

10). Tanmateix, també es 

poden separar en funció de la 

capacitat que té l’organisme 

de sintetitzar-los. Els amino-

àcids que no poden ésser 

sintetitzats i que han 

d’obtenir-se a través de la 

dieta es coneixen com 

aminoàcids essencials. Per 

contra, els que es poden 

sintetitzar són els aminoàcids 

no essencials. Finalment, 

alguns aminoàcids específics 

es consideren essencials 

condicionals ja que, si bé 

poden ésser sintetitzats per 

l’organisme, en determinades circumstàncies la quantitat obtinguda pot no ser suficient i es 

necessita obtenir-los també per la dieta (Fürst i Stehle, 2004; Reeds, 2000).  

 

4.3. Enllaç peptídic i terminologia 

Els aminoàcids estan units entre sí per enllaços amida –també coneguts com enllaços 

peptídics– (figura 11). En funció exclusivament del nombre d’aminoàcids que presenta la 

molècula, es pot diferenciar entre el concepte de “pèptid” i “proteïna”. Tot i això, com que no 

existeix cap diferència química entre ambdós termes, el nombre exacte d’aminoàcids per 

decidir quina terminologia emprar no està clarament definit. Les molècules amb un nombre 

inferior a 20 aminoàcids es denominen pèptids –o també polipèptids o oligopèptids– i les que 

Figura 10. Classificació dels 21 aminoàcids presents en les proteïnes dels 

organismes eucariotes en base a la seva cadena lateral. Figura original 

de Dan Cojocari, Department of Medical Biophysics, University of Toronto, 

2011. S’ha obtingut de:  

https://en.wikipedia.org/wiki/Amino_acid#/media/File:Amino_Acids.svg 
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presenten un nombre major de 50 aminoàcids es consideren proteïnes. Ara bé, els compostos 

que es troben entre els 20 i els 50 aminoàcids poden denominar-se tant pèptids com proteïnes 

petites (Doonan, 2002).   

4.4. Nivells d’organització 

El plegament i conformació espaial que presenta cada proteïna acostumen a ésser únics i 

específics (Alberts et al., 2007). La naturalesa de les cadenes laterals dels diferents aminoàcids 

són un dels factors més influents en el seu plegament. Els grups apolars intenten disposar-se a 

l’interior de la molècula mentre que les cadenes polars s’agrupen a l’exterior per tal 

d’interactuar amb l’entorn aquós. Tot i això, les proteïnes no són rígides i presenten mobilitat i 

canvis de conformació (Alberts et al., 2007). A l’hora de determinar l’estructura d’una 

proteïna, acostumen a diferenciar-se quatre nivells d’organització diferents (Alberts et al., 

2007; Cox et al., 2015; Kent, 2009): 

- El primer nivell d’organització és coneix com estructura primària i es pot definir com la 

seqüència d’aminoàcids que conforma la proteïna (figura 12a).  

Figura 11. Mecanisme simplificat de l’enllaç peptídic. La unió covalent de dos aminoàcids a través del grup 

carboxil del primer i del grup amino del segon es forma per mitjà d’una reacció de condensació.  

Figura 12. Representació esquemàtica dels diferents nivells d’organització proteics. Imatge modificada 

de OpenStax CNX: http://cnx.org/content/m44402/latest/Figure_03_04_09.jpg  
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- L’estructura secundària es defineix com el model espaial que presenten les diferents 

regions de l’estructura primària (figura 12b). Els patrons regulars més freqüents que es 

formen per tal d’obtenir major estabilitat són l’hèlix α i la làmina β.  

- L’estructura terciària és la forma en 3 dimensions de tota la seqüència peptídica; és a 

dir, la forma espaial que presenten les diferents estructures secundàries (figura 12c). 

Com anteriorment, es formen diferents interaccions per tal de donar major estabilitat 

a la molècula orgànica. Aquestes poden ésser per pont d’hidrogen, forces de Van der 

Waals, o fins i tot enllaços disulfur entre cisteïnes. 

- Finalment, l’últim nivell d’organització és l’estructura quaternària i es produeix en 

aquells casos on hi ha interacció de diferents proteïnes per tal de formar un complex 

proteic. Per tant, es pot definir com la forma tridimensional que presenta el grup 

format per dues o més proteïnes (figura 12d).  
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5. PROTEÒMICA. 

5.1. Aspectes generals 

El caràcter dinàmic de les proteïnes 

comporta una constant modificació dels 

patrons proteics durant el curs dels diferents 

processos biològics. Entre les diverses 

alteracions, caldria destacar la seva abundància, 

les interaccions proteïna-proteïna, les 

modificacions postraduccionals (MPTs), les 

ràtios de síntesi i degradació, etc. (Larance i 

Lamond, 2015). Per tant, entendre la relació 

existent entre l’estructura i la funció de les 

diferents proteïnes així com les diferents 

desregulacions, constitueixen alguns dels 

aspectes claus de la proteòmica (figura 13).  

 

5.2. Definició 

El terme proteoma fou encunyat per primera vegada l’any 1994 per Marc Wilkins mentre 

realitzava la seva tesi doctoral (Wilkins, 2009), encara que no va ser fins l’any següent que va 

emergir a la literatura científica (Wasinger et al., 1995). Des de llavors, han anat apareixent 

múltiples definicions encara que totes elles enfocades en la mateixa línia. Segons el propi 

creador, el concepte de proteoma es pot definir com el conjunt de totes les proteïnes 

codificades pel genoma d’un organisme (Wilkins et al., 1996). Aquest, a diferència del genoma, 

és més dinàmic (figura 14) i sovint més complex ja que, a causa de splicings alternatius, MPTs, 

etc., a partir d'un sol gen es poden sintetitzar més d’una proteïna (Lander at al., 2001; Modrek 

Figura 13. Representació esquemàtica de les 

diferents propietats que presenten les proteïnes 

(biològiques, químiques i físiques). Figura original 

de Larance i Lamond, 2015.  

 

Figura 14. Cicle de vida d’una papallona i 

l’evolució del proteoma i genoma. Mentre 

que l’eruga i la papallona posseeixen el 

mateix genoma, el proteoma varia en 

funció de la situació biològica i les 

influències ambientals. Aquest exemple 

accentua el caràcter dinàmic i complex del 

proteoma i el paper vital que presenta a 

nivell biològic. Figura adaptada i 

modificada de: 

http://www.gla.ac.uk/media/media_2722
86_en.jpg 
 

 

http://www.gla.ac.uk/media/media_272286_en.jpg
http://www.gla.ac.uk/media/media_272286_en.jpg
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i Lee, 2002; Patel et al., 2009). El fet que tots aquests processos es trobin més accentuats en 

organismes eucariotes podria explicar l'aparent discrepància entre el nombre de gens i la 

complexitat dels diferents organismes (Graveley, 2001). No fou fins uns anys més tard que 

aparegué el terme proteòmica (Anderson i Anderson, 1998). Anàlogament a la genòmica, la 

proteòmica es defineix com l’estudi del proteoma, és a dir, l’anàlisi del conjunt de totes les 

proteïnes presents en un organisme, un teixit, un medi biològic o una cèl·lula en un moment 

determinat i sota unes condicions concretes (Anderson i Anderson, 1998). Amb la creació de la 

Human Proteome Organization l’any 2002 (Hanash i Celis, 2002) es va començar a estimular 

més intensament al desenvolupament d’aquesta àrea de coneixement. Els recursos invertits 

han estat de tal magnitud que en poc més de 10 anys s’han publicat una gran quantitat 

d’articles científics i s’han obtingut les primeres aproximacions del proteoma humà (Kim et al., 

2014; Wilhelm et al., 2014).  

La proteòmica permet subministrar una visió global de les interaccions existents entre les 

xarxes moleculars, així com determinar irregularitats en el nivell d’expressió proteic en dife-

rents malalties; és a dir, pretén obtenir un enfocament complementari a la genòmica, una de 

les branques més estudiades dintre del camp de les “òmiques”. Totes aquestes 

característiques, juntament amb el seu caràcter dinàmic, fan de la proteòmica una eina 

atractiva, no només pel diagnòstic i el pronòstic de la malaltia hepàtica, sinó també per la 

selecció i seguiment del tractament (Asselah et al., 2007). És precisament el seu dinamisme, 

que l’anàlisi de diferents proteïnes en múltiples fluids biològics ha estat una de les estratègies 

més emprades en la pràctica clínica per tal de diagnosticar diferents malalties. 

Tradicionalment, s’han focalitzat els recursos en la determinació d’una o poques proteïnes. 

Malgrat això, és sabut que les cèl·lules expressen una gran quantitat de proteïnes diferents i, a 

més a més, cadascuna d’elles pot patir MPTs, fosforilacions, metilacions, ubiquitinacions, 

proteòlisis, etc. en resposta a diferents estímuls 

externs i/o interns (Kim et al., 2011; Larance i 

Lamond, 2015). Així doncs, davant d’una malaltia, 

les alteracions proteòmiques tant a nivell cel·lular 

com extracel·lular són múltiples i és per aquest 

fet que s’ha anat acceptant la possibilitat de de-

terminar també perfils proteics per tal de valorar 

un major nombre de proteïnes de manera con-

junta i obtenir un major rendiment diagnòstic (fi-

gura 15) (Hanash, 2003; Marko-Varga et al., 2005). 

Figura 15. Diferències entre la bioquímica 

tradicional (anàlisi d’una o poques proteïnes) i 

la proteòmica (anàlisi global del proteoma). 

Figura adaptada i modificada de Fields, 2001.  
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5.3. Espectrometria de masses 

a) Aspectes generals 

Un dels mètodes clàssics per tal de separar, identificar i posteriorment quantificar les 

proteïnes entre individus sans i pacients amb algun tipus de patologia, ha estat el gel 

d’electroforesi de dues dimensions (Adam et al., 2001; Srinivas et al., 2001). No obstant, 

aquest tipus d’estratègia presenta certes limitacions. Primerament, existeix una clara dificultat 

a l’hora de separar proteïnes amb extrems en pes molecular (<10 kDa i >200 kDa) i en punts 

isoelèctrics (<4 i >10). A més a més, és necessària una gran quantitat de mostra per a l’anàlisi, 

és poc sensible a l’hora de detectar proteïnes poc abundants i no resol bé les proteïnes 

hidròfobes (Braun et al, 2007; Rabilloud, 2002). Per acabar, cal destacar també el lent i laboriós 

procediment, així com la seva poca reproductibilitat i el seu baix rendiment (Magdeldin et al., 

2014). Tots aquests factors han comportat que, al llarg dels últims anys, s’hagin anat 

desenvolupant noves estratègies d’alt rendiment basades en l’espectrometria de masses, les 

quals han aparegut com a alternatives molt prometedores i s’han tornat indispensables per a 

l’anàlisi del proteoma (Altelaar et al., 2013). De fet, els avenços tecnològics en aquest camp 

han jugat un paper cabdal en el seu desenvolupament. 

El primer espectròmetre de masses fou desenvolupat per F. W. Aston l’any 1919, el qual 

es va emprar per mesurar els pesos atòmics elementals i l’abundància natural d’alguns isòtops 

(Aston, 1919; Griffiths, 2008). Per definició, l’espectròmetre de masses és un instrument 

analític que permet separar els diferents components d’una mostra gràcies a la relació de la 

seva massa/càrrega (m/z). Per tal d’aconseguir-ho però, la mostra ha de ser prèviament 

vaporitzada i ionitzada (Niessen i Falck, 2015). Una de les fortaleses d’aquesta eina és la 

capacitat de determinar analits de masses molt dispars i en mostres tant gasoses com líquides 

o sòlides. No és d’estranyar per tant, que l’espectrometria de masses (MS) s’hagi convertit en 

una eina fonamental en tot laboratori d’investigació biomèdica. El límit de detecció, la 

resolució de massa (capacitat de separar ions amb diferències molt petites de m/z), la seva 

precisió (dispersió dels valors de m/z per a una mateixa proteïna), l’exactitud (certesa en els 

valors obtinguts de m/z) i el rang de masses (interval de m/z susceptible d’anàlisi) són cinc dels 

aspectes més emprats per tal d'avaluar la capacitat d’aquests instruments (figura 16). 

Existeixen diverses estratègies quantitatives basades en aquest tipus de tecnologia, 

cadascuna d’elles amb el seu flux de treball (figura 17). Moltes d’elles usen el marcatge de les 

mostres amb diferents isòtops estables (2H, 13C, 15N o 18O) per al procés de quantificació (figura 
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17a). Aquest marcatge pot ésser introduït metabòlicament (SILAC) (Ong et al., 2002), a través 

de pèptids marcats amb isòtops estables (Kuhn et al., 2004) o mitjançant l’addició de pèptids 

sintètics que serveixin com estàndards interns o externs (Gerber et al., 2003), i permet 

analitzar diferents mostres de forma conjunta i ser diferenciades posteriorment en l’espectre 

de masses (Aebersold i Mann, 2003). Posteriorment, també s’ha emprat el marcatge isobàric 

com a estratègia de quantificació (iTRAQ) (Ross et al., 2004). Actualment però, el nombre 

màxim de mostres que es poden processar en paral·lel amb aquest tipus de tecnologia es veu 

limitat pel nombre de marcatges existents (Sandberg et al., 2014). A més a més, la preparació 

de la mostra és complexa i sovint es produeix un marcatge incomplet de les diferents 

molècules (Panchaud et al., 2008). Per tal d’eliminar les limitacions mencionades i facilitar la 

cerca de potencials biomarcadors, s’han anat desenvolupat noves estratègies d’identificació i 

quantificació proteica lliures de marcatge (label-free) (Sandin et al., 2015). Aquests nous 

mètodes quantitatius permeten analitzar, estudiar i comparar un gran nombre de mostres per 

a un mateix experiment gràcies a l'absència de restriccions de marcatge (figura 17b) (Sandberg 

et al., 2014). Paral·lelament, s’ha observat que les aproximacions lliures de marcatge 

presenten un major rang dinàmic i una millor cobertura del proteoma en el procés 

d’identificació peptídica. Per contra, la seva reproductibilitat i la seva exactitud al quantificar 

són menors que els mètodes que empren marcatge (Li et al, 2012). És per això que algunes 

publicacions científiques consideren la combinació d’ambdues estratègies com un recurs 

interessant per ampliar la cobertura del proteoma gràcies a la seva complementarietat 

(Megger et al., 2013).  

Figura 16. Representació simplificada d’un espectre proteòmic obtingut per espectrometria de masses, i dels 

diferents paràmetres que defineixen els pics.  
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b) Unitats funcionals 

De forma genèrica, es poden diferenciar tres components clarament diferenciats: la font 

d’ionització, l’analitzador de masses i el detector.   

 

i. Font d’ionització 

El punt de partida en un anàlisi per espectrometria de masses és la formació d'ions 

gasosos. Així doncs, la font d’ionització és la part encarregada de volatilitzar i ionitzar els 

diferents analits que es troben a la mostra. Per tal d’examinar proteïnes, és necessari l’ús de 

fonts suaus (o toves) ja que permeten ionitzar-les sense causar excessiva fragmentació (Inutan 

i Trimpin, 2013). En conseqüència, l'espectre de masses resultant sovint consisteix 

exclusivament en el pic de la proteïna ionitzada. Les fonts d’ionització dures en canvi, 

impliquen una major energia i comporten la ruptura d’enllaços, els quals produeixen 

fragments proteics ionitzats menors que la de la proteïna original (Niessen i Falck, 2015). 

Alhora, les fonts d’ionització es poden dividir en dues altres categories: fonts de fase gasosa i 

fonts de desorció. En el primer cas, la mostra és volatilitzada i posteriorment ionitzada, mentre 

que en el segon, la mostra, en estat sòlid o líquid, és convertida directament a ions gasosos 

(Roboz, 2002).  

Figura 17. Fluxos de treball de diverses de les estratègies quantitatives amb marcatge (a) o sense (b) i basades en 

l’espectrometria de masses. Els rectangles blaus i taronges representen condicions experimentals diferents. Les 

línies horitzontals indiquen quan les mostres són combinades. Les línies discontínues denoten els punts on es 

poden produir errors a causa de la variació experimental i, conseqüentment, a la quantificació final. Figura 

adaptada i modificada de Bantscheff et al., 2007. Alhora, un dels dibuixos que apareix en aquesta figura és una 

modificació d’una imatge obtinguda de: https://en.wikipedia.org/wiki/Fractionation. 
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Les dues estratègies més comunes 

per analitzar pèptids o proteïnes 

mitjançant MS són la ionització per 

electroesprai (ESI) i el MALDI (Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization). 

Una variant d’aquest últim és el SELDI 

(Surface-Enhanced Laser Desorption/ 

Ionization), el qual també s’ha emprat 

en l’anàlisi de biomarcadors proteics 

(Kanmura et al., 2007; Schwegler et al., 

2005; Trak-Smayra et al., 2009). Tots 

tres sistemes són fonts d’ionització 

suau i de desorció (Niessen i Falck, 

2015). L’ESI acostuma a estar acoblat a 

tècniques de separació cromatogrà-

fiques o electroforètiques i ionitza els 

analits que es troben en una solució 

orgànica (figura 18a). Els sistemes 

MALDI i SELDI en canvi, sublimen i 

ionitzen les mostres que es troben en una matriu cristal·lina i seca per mitjà de polsos làser 

(figura 18b) (Sauer i Kliem, 2010). Les principals funcions d’aquesta matriu és actuar com a 

solvent de l’analit, absorbir l’energia provinent dels polsos làser i proporcionar els protons 

necessaris per ionitzar la mostra i poder ésser posteriorment analitzada (Zenobi i 

Knochenmuss, 1998). Perquè la matriu pugui desenvolupar totes les seves tasques, és 

necessari que les proteïnes siguin completament solubles en ella. S’ha demostrat que aquest 

tipus d’ionització és particularment efectiva per analitzar molècules biològiques grans com 

pèptids i proteïnes. En funció de la complexitat de la mostra es tendeix a usar un sistema 

d’ionització o un altre. El MALDI-MS i el SELDI-MS acostumen a ser emprats en l’anàlisi de 

mostres proteiques relativament simples, mentre que el sistema ESI (acoblat a un cromatògraf 

de líquids) s’usa en mostres peptídiques i més complexes (Aebersold i Mann, 2003). Malgrat 

això, existeixen diferents estratègies (veure apartat 5.3.c) per tal d’analitzar mostres 

complexes en sistemes d’ionització com el SELDI o el MALDI. 

 

 

 

Figura 18. Diferències entre els sistemes d’ionització ESI (a) i 

MALDI/SELDI (b). Figura adaptada de Sauer i Kliem, 2010 .  

 



Introducció 

 

   37 

ii. Analitzador de masses 

Mentre que els mètodes d’ionització determinen els tipus de mostres que podran ésser 

emprades per a l’anàlisi, la combinació de l’analitzador de masses i el detector determinen la 

qualitat i la fiabilitat de la determinació. L’analitzador de masses és doncs la part central de tot 

espectròmetre de masses. La seva funció consisteix en separar al buit els diferents ions en 

funció de la seva relació m/z i dirigir-los al detector (Aebersold i Mann, 2003). Existeixen 

múltiples analitzadors de masses diferents en funció dels principis físics emprats per tal de 

separar els diferents ions. Entre ells, és rellevant destacar el quadrupol (Q), el temps de vol 

(Time of Flight; TOF), la trampa iònica (Ion Trap; IT) i la ressonància ciclotrònica d’ions amb 

transformada de Fourier (Fourier Transform ion cyclotron resonance; FT-ICR). El rendiment de 

cadascun d’ells és dispar i es caracteritza per diversos paràmetres. A més a més, cal destacar 

que la compatibilitat dels analitzadors de masses amb les fonts d’ionització varia. Així doncs, el 

Q i el TOF acostumen a estar acoblats al MALDI, mentre que el sistema ESI s’acostuma a 

acoblar a la IT o al triple quadrupol (Aebersold i Mann, 2003). Paral·lelament, s’han dissenyat 

també instruments que presenten més d’un analitzador de masses (espectrometria de masses 

en tàndem o MS/MS). Si bé existeixen instruments comercialment disponibles amb tres i 

quatre analitzadors de masses, generalment acostumen a presentar-ne dos. Alhora, aquests no 

tenen perquè ser del mateix tipus –espectròmetre de masses híbrid– permetent potenciar les 

fortaleses de cadascun d’ells i minimitzar les seves limitacions (Glish i Burinsky, 2008). 

Bàsicament, els experiments realitzats mitjançant MS/MS consisteixen en fer col·lidir un 

determinat ió amb les molècules d’un gas inert (Ar, He) i, en el segon analitzador de masses, 

analitzar els fragments resultants en funció de la seva m/z (figura 19). Aquest tipus d’estratègia 

s’empra enormement per a la seqüenciació i quantificació de pèptids o la identificació de 

MPTs, entre d’altres (Kim et al., 2014; Gillette i Carr, 2013; Larsen et al., 2006; Wilhelm et al., 

2014).  

 

Figura 19. Diagrama de l’espectrometria de masses en tàndem. Un cop la mostra és ionitzada, s’analitza per 

espectrometria de masses en el primer analitzador (MS1). Dels ions obtinguts a l’espectre, s’escullen 

selectivament els rellevants i són fragmentats i analitzats en el segon analitzador de masses (MS2). Figura 

traduïda de: https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-

center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/overview-mass-spectrometry/_jcr_content/ 

MainParsys/image_e43a.img.jpg/1458235771379.jpg 
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Dos dels analitzadors de massa més emprats són els següents:  

- Analitzador TOF: 

Es tracta d’un dels analitzadors de massa més simples. Un cop la mostra ha estat 

desorbida i ionitzada de la matriu cristal·lina, els diferents ions generats són accelerats cap al 

detector mitjançant un camp elèctric. Seguidament, els ions abandonen la zona d’acceleració i 

es separen en funció de la seva velocitat. Com que totes les molècules ionitzades han rebut la 

mateixa energia, i aquesta no varia després de l’acceleració a causa d’una manca de camp 

magnètic i elèctric en el tub de vol, l’energia de totes les partícules és la mateixa. Aquesta 

característica comporta que, en funció de la relació m/z de cada ió, la velocitat a la que 

circulen pel tub de vol (de longitud coneguda) sigui diferent (figura 20a) (Hoffmann i 

Stroobant, 2007). Així doncs, el principi bàsic del TOF consisteix en afirmar que la relació m/z 

de cada ió es pot determinar en funció de la velocitat a la que circulen pel tub de vol o, el que 

és el mateix, del temps que tarden en arribar al detector. Físicament:  

L’energia d’una partícula carregada en un camp elèctric es pot definir com: 

Epe = qV                (1) 

On “Epe” és l’energia potencial elèctrica, “q” és la càrrega de l’ió i “V” el potencial. 

Alhora, la càrrega de l’ió (q) equival al nombre de protons de l’ió (z) pel valor absolut de la 

càrrega de l’electró (e): 

q = ze     (2) 

En el moment que l’ió és accelerat al tub de vol, l’energia potencial és transformada en 

energia cinètica: 

Epe = Ec = ½mv2    (3) 

On “m” és la massa de l’ió i “v” la seva velocitat. 

Si l’energia cinètica es igual per a tots els ions, es pot comprovar matemàticament com 

existeix una relació inversament proporcional entre la massa i la velocitat. Els ions que tardin 

més en arribar al detector (menor velocitat pel “tub de vol”) indica que presenten una major 

massa i viceversa.  

Una altra manera de veure la relació entre la m/z i el temps és igualant les equacions (1), 

(2) i (3). Sabent que v=L/t (on “L” és la longitud del tub de vol i “t” el temps) es pot arribar a la 

conclusió que: 

z
m

kt   

On “k” és una constant que equival a: 
V

L
2
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La resolució dels analitzadors de massa TOF es pot millorar enormement incrementant la 

llargada del tub de vol (Satoh et al., 2005). La principal limitació però, és l’espai que es 

necessitaria ocupar en el laboratori. Una alternativa per millorar la separació dels ions i alhora 

no incrementar en espai el tub de vol és l’ús del reflectró (Satoh et al., 2005). Aquesta opció 

consisteix en la introducció de miralls electrostàtics que desvien la trajectòria dels ions i 

permeten incrementar el seu temps de vol abans d’arribar al detector (figura 20b). El 

desavantatge principal d'utilitzar la tecnologia de reflectró és una lleugera reducció de la 

sensibilitat a causa de 

la pèrdua d'ions i a la 

dispersió del feix d’ions 

(Radionova et al., 

2015). Aquest fenomen 

es troba accentuat pels 

ions d'alta massa. És 

per això que el mode 

reflectró pot apagar-se 

quan s’analitzen ions 

de relació m/z alta i a 

molt baixes concentracions i usar el mode lineal. Una altra estratègia per tal d’incrementar la 

resolució és l’ús de l’extracció iònica retardada (Vanbellingen et al., 2015). Consisteix en dilatar 

temporalment l’extracció iònica mitjançant el pols làser i el voltatge d’acceleració. Aquest 

retard de temps comporta que els ions més ràpids es localitzin davant els ions més lents i 

reduir així la distorsió de la correlació espai/velocitat per col·lisions. El resultat és l’obtenció de 

pics més estrets, millor definits i amb una major exactitud de la ràtio m/z (Kovtoun i Cotter, 

2000). 

 

- Analitzador Orbitrap: 

L’analitzador de masses orbitrap fou inventat per Makarov a finals de la dècada dels 

noranta basant-se en els coneixements aportats per K. H. Kingdon l’any 1923 (Kingdon, 1923; 

Makarov, 1999). Des de la seva sortida al mercat l’any 2005 (Makarov et al., 2006), l’orbitrap 

s’ha convertit en un dels analitzadors de masses més utilitzats per a l’anàlisi proteòmic gràcies 

a la seva gran exactitud de massa i elevada resolució (Scigelova i Makarov, 2006). 

Estructuralment està format per 3 parts clarament diferenciades: l’elèctrode central, 

l’elèctrode exterior i l’anell ceràmic (figura 21). Com el seu nom suggereix, és una trampa 

iònica encara que no de les tradicionals, ja que els ions són retinguts per mitjà d’un camp 

Figura 20. Representació de l’analitzador TOF en mode lineal (a) i en mode 

reflectró (b). Figura adaptada i modificada de Matharoo-Ball et al., 2008.  
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Figura 21. Fotografia transversal de 

l’analitzador orbitrap. Els ions entren dins 

l’analitzador i realitzen oscil·lacions 

harmòniques al voltant de l’elèctrode central. 

Aquest està recobert per un elèctrode exterior 

el qual està dividit per la meitat per un anell 

aïllant ceràmic. Figura adaptada de: 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ion_trap 

 

electrostàtic i no pas per radiofreqüències o per imans (Hardman i Makarov, 2003; Makarov, 

2000). El principi de l’orbitrap consisteix en afirmar que la relació m/z dels ions es pot 

determinar a partir de les seves freqüències d’oscil·lació (Ham i MaHam, 2015). Quan s’aplica 

un voltatge entre els dos elèctrodes, el camp elèctric resultant és completament lineal al llarg 

de l’eix i es formen oscil·lacions perfectament harmòniques dels ions en aquesta direcció. 

Alhora, el component radial del camp atrau de forma molt intensa als ions cap a l’elèctrode 

central. Així doncs, l’atracció electrostàtica existent cap a l’elèctrode central és compensada 

per la força centrífuga que sorgeix de la velocitat tangencial inicial dels propis ions (Makarov, 

2000). El moviment resultant d’aquests al voltant de l’elèctrode central es pot equiparar a 

l’òrbita d’un planeta al voltant de la seva estrella (Scigelova i Makarov, 2006). Gràcies a un 

procés matemàtic denominat transformada de Fourier, es converteixen les diferents 

freqüències a valors m/z i les seves amplituds a intensitats obtenint així l’espectre de masses 

final (Marshall i Verdun, 1990). Aquestes freqüències d’oscil·lació es poden relacionar amb la 

relació m/z de cada ió: 

zm
k
/

  

On “ω” és la freqüència angular de l’ió i “k” és una constant instrumental. 

 

L’analitzador orbitrap es caracteritza per tenir un extraordinari poder de resolució 

(arribant a 1.000.000) així com una exactitud de massa de fins a 1 ppm (Bishop et al., 2013; 

Denisov et al., 2012). Malgrat això, aquestes propietats es veuen minvades a mesura que 

incrementa la relació m/z (Scigelova i Makarov, 2006). Un altre aspecte rellevant a destacar és 

que el poder resolutiu d’aquest analitzador es correlaciona proporcionalment amb el temps 

d’anàlisi. Per tant, en determinacions de mostres complexes aquests paràmetres és tornen 

crítics ja que s’ha d’arribar a un equilibri entre la minimització del temps d’anàlisi i la 

maximització de la resolució. En termes pràctics però, una resolució de 60.000 acostuma a 
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Figura 22. Representació gràfica de la distribució relativa de les proteïnes plasmàtiques. Figura original obtinguda 

de la imatge de portada de Proteomics (2003), 2(10); la qual està basada en l’article de Tirumalai et al., 2003. 

comportar un temps d’anàlisi suficientment reduït com per ésser compatible amb escales de 

temps de nano-LC (Scigelova i Makarov, 2006). 

 

iii. Detector 

Un cop les molècules ionitzades travessen l’analitzador de masses, impacten en el 

detector. Normalment els espectròmetres empren el detector de multiplicador d'electrons o el 

de placa de microcanals, que emeten una cascada d'electrons quan el ió colpeja la placa del 

detector (Finehout i Lee, 2004). Per tal de millorar la sensibilitat, aquesta cascada comporta 

l'amplificació de cada ió en 106/108 (Koppenaal et al., 2005). A més a més, tot el procés es 

realitza en buit (10-6 a 10-8 torr) per eliminar les molècules de gas i possibles ions contaminants 

que no formen part de la mostra  (Bakhtiar i Tse, 2000; Hoffmann i Stroobant, 2007). 

 

c)  Pretractament de la mostra 

La identificació de biomarcadors altament sensibles és fonamental per tal de detectar 

l’inici, el pronòstic o la progressió de qualsevol malaltia. A més a més, la seva posterior 

validació és un dels aspectes claus en tot estudi proteòmic (Hernández et al., 2014). Les 

mostres biològiques emprades a l’hora d’abordar aquesta fita són diverses i presenten 

concentracions i composicions proteiques clarament dispars (Boschetti et al., 2012). Així 

doncs, i en funció del tipus de mostra biològica, abans d’iniciar l’anàlisi proteòmica pot ésser 

necessari el seu tractament previ per incrementar les possibilitat d’identificació de 

biomarcadors específics de la malaltia en qüestió. El sèrum i el plasma acostumen a ser les 

mostres biològiques més usades per a detectar biomarcadors de diagnòstic, ja que quasi la 

totalitat de les cèl·lules de l’organisme comuniquen amb el torrent sanguini i moltes d’elles 

alliberen part del seu contingut a la sang davant d’un dany o de mort cel·lular. Per tant, 

presenten una informació del proteoma molt completa des d’un punt de vista clínic (Anderson 

et al., 2004). Si bé l’obtenció de sèrum o plasma és senzilla i no invasiva, la seva anàlisi 

proteòmica és extremadament complexa (Veenstra et al., 2005). En concret, el sèrum conté al 
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Figura 23. Estratègies més comunes de pretractament de la mostra. a) Separació de les proteïnes en funció del 

seu pI. b) Segregació de les proteïnes per grups d’acord amb la seva afinitat pels lligands usats en la columna. c) 

Eliminació de les proteïnes majoritàries per mitjà d’anticossos. d) Reducció del rang dinàmic proteic mitjançant 

llibreries peptídiques. Figura original obtinguda de Boschetti et al., 2012. 

voltant d’uns 60-80 mg de proteïna per cada mL, a més a més de lípids, electròlits, sals, 

metabòlits, etc. (Chan et al., 2004). Del total proteic, el 99% corresponen a 22 proteïnes, 

essent l’albúmina la que té una major presència (figura 22) (Anderson i Anderson, 2002). 

Només el 1% restant de tot el contingut proteic en sèrum està format per proteïnes de baix 

pes molecular però de gran interès en la cerca de biomarcadors (Tirumalai et al., 2003). 

Aquesta situació demostra l’elevat rang dinàmic proteic existent en aquestes mostres 

biològiques (Hortin i Sviridov, 2010; Mitchell, 2010) i l’emmascarament que les proteïnes 

majoritàries efectuen cap a les menys abundants. Per intentar reduir tal complexitat, el 

proteoma de les diferents mostres biològiques pot ésser simplificat per diferents estratègies 

(figura 23). Malauradament, la probabilitat de descartar algunes de les proteïnes poc 

abundants del sèrum quan s’eliminen les proteïnes majoritàries és alta en qualsevol dels 

mètodes de separació (Adkins et al., 2002). Com s’ha mencionat anteriorment, l’albúmina és la 

proteïna més abundant en sèrum i alhora una de les proteïnes de transport més importants. 

Per aquest motiu, l’eliminació d’aquesta proteïna del sèrum comporta també la pèrdua dels 

diferents compostos units a ella com són hormones, lípids, aminoàcids, etc. De tots ells, uns 

dels que presenta major interès són les citoquines (Granger et al., 2005). Alhora, existeix 

també la possibilitat d’eliminar algunes proteïnes inespecífiques en funció del mètode de 

depleció emprat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4. Aproximacions proteòmiques 

Donades les múltiples opcions tècniques disponibles per a l’anàlisi del proteoma, han 

sorgit diverses estratègies generals per a la identificació i quantificació de proteïnes (figura 24): 
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a) Bottom-up 

Aquesta aproximació és la més popular per tal d’abordar i analitzar a gran escala les 

mostres més complexes. L’estratègia bottom-up és un enfocament on les proteïnes es 

digereixen proteolíticament en pèptids abans de l’anàlisi per espectrometria de masses 

mitjançant un enzim proteolític –usualment la tripsina–, el qual escindeix en llocs 

perfectament definits i crea una mescla peptídica complexa. Les mostres digerides són 

posteriorment separades i analitzades per cromatografia de líquids i espectrometria de masses 

en tàndem, respectivament. Així doncs, la instrumentació emprada per aquest tipus 

d’estratègia ha d’ésser potent i amb una alta resolució (Han et al., 2008). Les seqüències 

obtingudes i les masses determinades dels pèptids resultants s’usen per tal d’identificar les 

proteïnes corresponents (Gygi et al., 1999; Thompson et al., 2003). Si bé aquest tipus 

d’enfocament ha demostrat ser útil per a l’avaluació i la identificació d’una gran quantitat de 

proteïnes, no està lliure d’inconvenients. A causa de l’exhaustiu anàlisi de cada mostra, el 

rendiment de la tècnica és baix i s’acostuma a emprar un nombre petit de mostres. A més a 

més, es fa difícil l’anàlisi de les diferents MPTs de la proteïna (Yates et al., 2009).  Per altra 

banda, cal tenir en consideració que una de les limitacions intrínseques d’aquest tipus 

d’estratègia és el baix percentatge de cobertura de caracterització que presenta la proteïna 

detectada. Això és degut a que tan sols una petita fracció dels fragments proteolítics és 

recuperada després de la digestió (Zhang i Ge, 2011). Conseqüentment, la identificació de 

proteïnes de baix pes molecular es converteix en quelcom complex.   

Figura 24. Flux de treball genèric de l’estratègia bottom-up i top-down per a l’estudi proteòmic. Figura traduïda 

de: http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5908A.pdf 
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Figura 25. Representació esquemàtica del LTQ-Orbitrap. Es destaquen 3 de les parts més rellevants de 

l’instrument. Imatge modificada de Olsen et al., 2009.  

 

i. LTQ-Orbitrap 

L’anàlisi de mostres complexes formades per mescles peptídiques requereix 

d’instruments extremadament sensibles i amb una capacitat de detecció ràpida (Mann i 

Kelleher, 2008). En aquest context, l’espectrometria de masses és l’única eina capaç de complir 

amb els requeriments necessaris (Aebersold i Mann, 2003; Han et al., 2008). Dels diferents 

tipus existents que segueixen l’estratègia bottom-up, l’orbitrap s’ha imposat com una de les 

plataformes tecnològiques més interessants per abordar l’anàlisi i cerca de potencials 

biomarcadors en diverses malalties (Domon i Aebersold, 2006; Scigelova i Makarov, 2006). Des 

del seu llançament fa una dècada (Makarov et al., 2006), ha anat evolucionant i millorant les 

seves prestacions. Un dels més coneguts i emprats en el món de la proteòmica és el LTQ-

Orbitrap (Kalli et al., 2013). Es tracta d’un espectròmetre de masses híbrid que conté dos 

analitzadors de massa (la trampa d’ions lineal i l’orbitrap) capaços de detectar, identificar i 

quantificar ions. En funció de les necessitats i requeriments de l’anàlisi, ambdós analitzadors 

poden funcionar de forma independent o en tàndem (Scigelova i Makarov, 2006). Tot i que és 

possible fragmentar els ions a l’orbitrap, és molt més pràctic i ràpid manipular-los en l’altre 

analitzador de masses i posteriorment transferir-los a l’orbitrap (Scigelova i Makarov, 2006).  

Bàsicament, el LTQ-Orbitrap presenta 3 seccions clarament diferenciades (figura 25). Un 

cop els ions s’han separat per cromatografia i s’han ionitzat a la font d’ionització, la primera 

part consta d’una trampa d’ions lineal capaç de detectar espectres de massa MS i MSn amb 

una elevada sensibilitat però amb una resolució i exactitud de massa baixes. Posteriorment, els 

ions són transferits a una trampa d’ions corba (C-trap) on s’acumulen i es reserven per a ésser 

finalment enviats a l’última part del sistema; l’orbitrap (Scigelova i Makarov, 2006). Un aspecte 

interessant de la C-trap és la seva capacitat de fragmentar els ions a través de la dissociació 

induïda per col·lisió (Olsen et al., 2007). Finalment, l’orbitrap rep els diferents ions de la C-trap 

per posteriorment detectar-los amb elevada resolució i precisió.  



Introducció 

 

   45 

Una de les clares avantatges que presenta aquesta plataforma és la seva adaptabilitat per 

acoblar-se a diferents equips de cromatografia (Peterson et al., 2010; Wang et al., 2014), els 

quals permeten simplificar enormement l’anàlisi i poder estudiar una gran varietat de mostres 

biològiques com són el plasma, sèrum, orina, lisi cel·lular o teixit, entre d’altres (Casado et al., 

2014; Dunn et al., 2008; Herebian et al., 2010; Hsu et al., 2015; Kenny et al., 2010). A més a 

més de la seva elevada sensibilitat, resolució i precisió de massa, aquest tipus de plataforma 

permet identificar i quantificar pèptids amb certa rapidesa (Sun et al., 2013). Tanmateix, 

presenta algunes limitacions destacables. Primerament, el maneig de dades posterior a 

l’anàlisi acostuma a ésser laboriós, feixuc i lent (Walther et al., 2010). Alhora, és incapaç 

d’analitzar tots els pèptids observats a la mostra, fet que comporta una certa 

irreproductibilitat entre els experiments (Olsen et al., 2009). Per altra banda, té associats uns 

elevats coeficients de variació a causa dels diferents pretractaments de la mostra (extracció i 

digestió) així com la pròpia variància instrumental (Piehowski et al., 2013). No es pot obviar 

que es tracta d’instruments costosos i que es requereix de personal amb una dilatada formació 

i experiència per poder-los utilitzar correctament. Finalment, cal tenir en compte que, amb 

independència de les anàlisis, aquest tipus de tecnologia és molt delicada i difícil de mantenir 

(Karch et al., 2014). Tot i aquests inconvenients però, el LTQ-Orbitrap és un dels 

espectròmetres de massa més emprats en el camp de la proteòmica gràcies a les seves 

prestacions i a l’avantatge tecnològic que presenta envers molts dels seus competidors a l’hora 

d’analitzar mostres d’elevada complexitat (Eliuk i Makarov, 2015). 

 

b) Top-down 

L’aproximació top-down es basa en la separació de les proteïnes d’una mostra biològica 

sense fer ús de la digestió proteolítica. Gràcies a la detecció de forma directa de la massa 

molecular global de cadascuna de les diferents proteïnes, aquesta estratègia presenta certs 

avantatges respecte l’aproximació anterior. Primerament, permet obtenir una major cobertura 

de les proteïnes diana (Kelleher et al. 1999) i una millor caracterització de les potencials MPTs 

(Siuti i Kelleher, 2007; Tran et al., 2011; Zabrouskov et al., 2006). Un altre aspecte a destacar 

respecte el mètode bottom-up és la millor fiabilitat pel que fa a la quantificació proteica, ja que 

l’abundància proteica és mesurada directament i no a través del nombre de pèptids generats 

(Du et al., 2006; Pesavento et al., 2006). Per altra banda, aquesta estratègia permet l’anàlisi 

d’una gran quantitat de mostres en poc temps (anàlisi d’alt rendiment), fet que li permet 

abordar qüestions clíniques que requereixin d’un nombre elevat de mostres. Un clar exemple 

seria el de la cerca de potencials biomarcadors de malaltia tant en mostres humanes com de 

les obtingudes per models animals. Malgrat el mencionat, és especialment útil pel primer grup, 
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ja que és precisament en humans on s’ha de compensar la major variabilitat pacient-pacient i 

poder generar resultats amb suficient poder estadístic per avaluar amb precisió el valor 

predictiu dels potencials biomarcadors. No obstant, i com tota estratègia, no està lliure 

d’inconvenients. Primerament, la separació de proteïnes intactes presenta una elevada 

dificultat tècnica i sovint aquest tipus d’estratègies s’ha vist limitat a l’anàlisi de proteïnes en 

mostres de poca complexitat (Armirotti i Damonte, 2010). Una alternativa però, és la 

realització d’un preprocessament de la mostra per a simplificar-la (veure apartat 5.3.c). Per 

altra banda, si s’analitzen les proteïnes mitjançant cromatografia de líquids, l’anàlisi també es 

complica. A diferència dels pèptids, que són més solubles, les proteïnes són generalment 

insolubles i el seu major pes molecular comporta unions irreversibles amb la fase estacionària 

de la columna de fase reversa C4 (Armirotti i Damonte, 2010). Finalment, els instruments 

emprats en aquest tipus d’estratègia sovint presenten una baixa sensibilitat (Pamreddy i 

Panyala, 2016) i el nombre d’eines informàtiques per gestionar i interpretar les dades 

obtingudes és limitat, essent en l’estratègia de bottom-up una de les seves principals fortaleses 

(Armirotti i Damonte, 2010). 

 

i. SELDI-TOF MS 

La cerca de nous biomarcadors requereix d’una tecnologia que permeti un mecanisme de 

cribatge sensible, reproduïble i amb un elevat rendiment (high-throughput). Tenint present la 

gran variabilitat que existeix entre pacients, és rellevant complir amb aquestes característiques 

per tal d’avaluar un gran nombre de mostres i així incrementar la fiabilitat de l’anàlisi. Una de 

les estratègies que presenta els requisits necessaris per a ésser una bona estratègia de cerca 

de biomarcadors és la tecnologia SELDI-TOF MS. Introduïda l’any 1993 per Hutchens i Yip 

(Hutchens i Yip, 1993), es tracta d’una variació del MALDI-TOF MS que combina la 

cromatografia de retenció selectiva amb l’analitzador de masses TOF (Roboz, 2008). 

Precisament una de les seves característiques diferencials és l’ús de xips –o arrays– amb 

superfícies modificades que permeten la interacció selectiva amb un determinat tipus de 

proteïnes (figura 26a). Existeixen diversos tipus d’arrays amb diferents espècies químiques 

adherides a la seva superfície. En funció del tipus escollit, aquest interactuarà amb un grup 

específic de proteïnes i només aquestes quedaran retingudes per posteriorment ésser 

analitzades (figura 26b) (Vorderwülbecke et al., 2005). Alguns dels arrays més emprats són els 

següents (Devajaran i Ross, 2009): 

- CM10: Incorpora àcids carboxílics derivatitzats a la seva superfície que actuen com un 

bescanviador de cations dèbil i interactuen amb residus amb càrrega positiva com ara 

els de lisina, histidina o arginina. 
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Figura 26.  Imatge d’un array (a) i esquema del procés de preparació de la mostra i del seu anàlisi per mitjà del 

sistema SELDI-TOF MS (b). El passos a seguir són els següents: 1) La mostra s’aplica a l’array. 2) Seguidament, les 

proteïnes que interactuen amb la superfície queden retingudes (en blau) mentre que les inespecífiques són 

descartades (groc i taronja). 3) Finalment, s’aplica la matriu que cocristal·litza amb la mostra i, per mitjà d’un pols 

làser, les proteïnes es desorbeixen i es ionitzen per ésser finalment detectades per espectrometria de masses (4).   

Figura adaptada i modificada de: http://urology.jhu.edu/research/img1/proteomics13.jpg 

La imatge de l’array s’ha obtingut de: http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5524.pdf 

 

- Q10: La superfície es troba carregada positivament amb grups d’amoni quaternari per 

interactuar de forma electrostàtica amb residus que presenten càrrega negativa com 

els de l’àcid aspàrtic i el glutàmic.  

- IMAC30: A la seva superfície hi ha adherits grups d’àcid nitriltriacètic els quals formen 

complexos octaèdrics estables amb ions metàl·lics polivalents (Ga3+, Fe3+, Zn2+, Ni2+, 

Cu2+). Un cop la superfície s’ha activat amb el ió metàl·lic desitjat, el complex format 

interactua amb determinats aminoàcids com la histidina, la cisteïna, el triptòfan o amb 

aminoàcids fosforilats. 

- H50: Conté grups de cadenes carbonades de longituds variables (C6-C12) que li 

permeten interactuar amb residus hidrofòbics d’alanina, valina i leucina, entre d’altres. 

- NP20: és dels arrays menys selectius. A la superfície es troben adherits molècules 

d’òxid de silici que li permeten interactuar majoritàriament amb aminoàcids que 

presentin residus hidrofílics o amb certa càrrega.    

Encara que els mencionats són els més emprats, la superfície dels xips es pot modificar o 

funcionalitzar amb anticossos, altres proteïnes o fins i tot amb ADN (Devajaran i Ross, 2009). A 

més a més d’aquesta característica intrínseca de la tecnologia SELDI-TOF MS, existeixen altres 

trets singulars que la diferencien de la seva tècnica germana (Vorderwülbecke et al., 2005). 

Primerament, en el MALDI, la mostra és barrejada amb la matriu orgànica i només una petita 

quantitat d’aquesta mescla és posteriorment dipositada a la superfície del array. Per contra, en 
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el SELDI-TOF MS, la matriu és introduïda directament a la superfície de l’array on es troben les 

proteïnes unides i tota la mescla és seguidament analitzada. Com s’ha comentat a l’apartat 

5.3.b.i., la matriu juga un paper clau en el procés de desorció i ionització. De fet, és la 

responsable d’absorbir l’energia provinent dels polsos làser i també s’encarrega de preservar 

la mostra un cop està cocristal·litzada amb ella (Zenobi i Knochenmuss, 1998). Existeixen 

múltiples tipus de matrius en funció del rang de masses a determinar. Les tres més comunes 

són les següents (Buhimschi, 2012; Dijkstra et al., 2006): 

- α-ciano-4-hidroxicinàmic: presenta una ionització eficient per proteïnes inferiors als 

10-15 kDa. 

- àcid sinapínic: permet una desorció i ionització eficient en proteïnes superiors als 9-10 

kDa 

- EAM-1: aquesta formulació, registrada per Bio-Rad, presenta una bona eficiència en 

proteïnes entre els 10 KDa i els 50 kDa. 

Una de les clares avantatges de la tecnologia SELDI-TOF MS és la seva adaptabilitat per 

poder avaluar una gran varietat de mostres biològiques (Xiao et al., 2005). Mitjançant aquesta 

tecnologia s’han pogut analitzar fluids tan diversos com el plasma, sèrum, orina, saliva, fluid 

amniòtic i el líquid cefaloraquidi, així com extractes cel·lulars i teixits entre d’altres (Ardito et 

al., 2016; Gallo et al., 2016; Gonçalves et al., 2008; Kelly et al., 2012; Li et al., 2013; Liu et al., 

2014; Marfà et al., 2016; Vinther-Jensen et al., 2015). En alguns d’aquests fluids, com és el cas 

del sèrum o el plasma, és recomanable emprar procediments de fraccionament per tal de 

reduir el rang dinàmic de la mostra i incrementar la sensibilitat de l’anàlisi (veure apartat 5.3.c) 

(Jiang et al., 2008; Luque-Garcia i Neubert, 2007). Alguns dels inconvenients associats a aquest 

procediment però, estan relacionats amb la reducció del seu rendiment per l’increment de la 

duració de l’anàlisi així com per la disminució de la reproductibilitat (De Bock et al., 2010). L’ús 

de robots automatitzats pot minimitzar tant la durada del protocol com millorar la seva 

reproductibilitat. Un altre avantatge important del SELDI-TOF MS és l’elevat rang de massa que 

avarca. Si bé és més sensible en l’anàlisi de proteïnes amb un pes inferior als 20 kDa, permet 

detectar nivells d’expressió proteica relativa des dels 2 kDa fins als 200 kDa (Ndao et al., 2010; 

Wood et al., 2010). A més a més, el SELDI-TOF MS es caracteritza pel seu elevat rendiment. 

Amb un petit volum de mostra (Hamilton i Langford, 2013), és capaç d’analitzar un gran 

nombre de mostres en un curt espai de temps. Finalment, les interferències per sals i 

detergents poden ésser eliminades mitjançant rentats i no afectar a les determinacions finals 

(Vorderwülbecke et al., 2005).  

Una de les majors limitacions que presenta aquesta tecnologia és la baixa resolució i la 

poca precisió i exactitud de massa en comparació amb altres espectròmetres de massa (De 
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Bock et al., 2010). Alhora, les intensitats dels pics proteics presenten un coeficient de variació 

que pot sobrepassar el 30% (Diao et al., 2011). Un dels aspectes rellevants que pot afectar a la 

variabilitat dels espectres de massa obtinguts per SELDI-TOF MS és el que es coneix com a 

supressió de ions (De Bock et al., 2010). Durant el procés d’ionització mitjançant el pols làser, 

els analits competeixen pels protons que transfereixen les molècules de la matriu. Si un analit 

que es troba protonat xoca amb un de no protonat que té més basicitat, pot haver-hi una 

transferència del protó cap a ell. Aquest efecte comporta que només s’acabi detectant l’analit 

protonat més bàsic i no pas el que originàriament estava protonat. Per tant, aquesta 

competència pot comportar que determinats analits redueixin la intensitat final d’uns altres. 

Paral·lelament, proteïnes amb una baixa afinitat per la matriu però presents en gran quantitat 

poden presentar una intensitat de pic similar a aquelles amb alta afinitat per la matriu però 

amb baixa concentració. Així doncs, la intensitat dels pics no només depèn de la concentració 

individual de cada proteïna sinó d’altres aspectes com la seva estructura, interaccions, o 

factors ambientals com la humitat, temperatura, etc. (Cohen i Chait, 1996; Jock et al., 2004; 

West-Nørager et al., 2007). Per compensar aquesta variació sistemàtica i reduir al màxim el CV 

entre mostres o entre experiments realitzats en diferents dies, és necessari l’anàlisi de 

replicats, l’ús d’un elevat nombre de mostres, la determinació del temps de secat de la matriu 

orgànica i la normalització dels espectres de massa per mitjà del TIC (Total Ion Current) (Aivado 

et al., 2005; Diao et al., 2011; Hong et al., 2005; Rollin et al., 2007). Alhora, només les grans 

diferències proteiques entre grups s’han de tenir en consideració per poder-les estimar com a 

potencials biomarcadors. 

Finalment, i tenint present que el SELDI-TOF MS no és capaç d’identificar proteïnes de 

forma directa, és inevitable l’ús d’espectròmetres de massa d’alta resolució i amb més 

exactitud de massa per realitzar aquesta anàlisi (Ndao et al., 2010). Previ a la identificació, és 

necessari un procés d’enriquiment i purificació de la proteïna per mitjà de procediments 

cromatogràfics i electroforesi en gel que acostuma a ser intens, laboriós i tediós (De Bock et 

al., 2010). Tot i això, la combinació del SELDI-TOF MS –per tal d’obtenir de forma ràpida els 

perfils proteòmics de diferents grups i detectar les potencials proteïnes diferencials entre ells– 

i el MALDI-TOF MS –per identificar les proteïnes en qüestió– s’ha descrit com una estratègia 

molt atractiva per a la correcta identificació i validació de potencials biomarcadors de malaltia 

(Novikova et al., 2006; Ndao et al., 2010). 
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La fibrosi hepàtica es caracteritza per ser un procés dinàmic, en el qual es troben implicats 

múltiples mecanismes moleculars i cel·lulars que donen lloc a una activació crònica del 

remodelament i la reparació tissular (Bataller i Brenner, 2005). Com s’ha comentat amb 

anterioritat, existeixen diversos orígens causants d’aquest procés, encara que tots ells 

presenten característiques patològiques i mecanismes fisiopatològics comuns (Vargas-Blasco, 

2004). En un inici es pensava que el procés fibròtic era irreversible, però actualment existeixen 

nombroses evidències que indiquen la seva potencial reversibilitat, fins i tot en fibrosi 

avançada i en estadis inicials de cirrosi (Benyon i Iredale, 2000; Marcellin et al., 2013). Tot i 

això, identificar l’aparició del procés fibròtic en els seus inicis pot permetre delimitar 

precoçment les decisions clíniques a seguir i minimitzar possibles complicacions futures en els 

pacients amb una malaltia hepàtica crònica. La biòpsia ha estat el mètode de referència per a 

determinar el grau de fibrosi hepàtica (Mani i Kleiner, 2009; Mehta et al., 2009). Malgrat això, 

aquest procediment presenta clars inconvenients que han empès a investigar noves 

estratègies alternatives. Una d’elles, ha estat la cerca de nous marcadors biològics no invasius 

relacionats amb el diagnòstic, pronòstic i seguiment de la malaltia. Malauradament, la majoria 

dels múltiples estudis realitzats fins al moment presenten certes limitacions, no només en el 

procés de validació, sinó també en la seva capacitat diagnòstica i pronòstica en els inicis del 

procés fibrogènic (Baranova et al., 2011; Castera i Pinzani, 2010; Sebastiani, 2012). Per tant, la 

detecció inicial de fibrosi continua essent un desafiament en el camp de la malaltia hepàtica. 

Un dels factors que dificulta aquesta cerca és la lenta progressió de la malaltia hepàtica així 

com la seva asimptomatologia en els seus estadis inicials. L’ús de models in vivo o de mostres 

de pacients amb unes característiques clíniques particulars semblen ser dues estratègies 

interessants per fer front a aquest repte.  

 

Considerant, com a hipòtesi general de l’actual tesi doctoral, que existeix un perfil 

proteòmic sèric diferencial entre els diversos estadis de la fibrosi hepàtica, l’objectiu principal 

de la present fou: 

 Cercar nous biomarcadors de fibrosi hepàtica més específics i amb un major poder 

diagnòstic, mitjançant l’ús de tècniques proteòmiques. 

 

Per abordar-lo, es van realitzar dos estudis independents i ben diferenciats, els objectius 

concrets dels quals foren: 

Objectius específics del primer treball: 

 Trobar, per mitjà d’eines bioinformàtiques, l’existència d’un patró proteic sèric 

diferencial entre els estadis de la fibrosi i cirrosi hepàtica en rates tractades amb CCl4. 
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 Identificar biomarcadors de fibrosi i cirrosi hepàtica en el proteoma sèric de rates 

tractades amb CCl4 i amb diferents graus de severitat de la malaltia. 

 Validar els potencials biomarcadors no invasius per tècniques d’immunoassaig en un 

grup major d’animals. 

  

Objectius específics del segon estudi: 

 Detectar perfils proteòmics diferencials, mitjançant espectrometria de masses, entre 

els pacients fibròtics i els individus sans. 

 Identificar biomarcadors circulants específics de fibrogènesi hepàtica inicial en 

pacients fibròtics. 

 Validar el potencial biomarcador en un grup major de pacients amb un procés 

fibrogènic actiu. 

 Determinar els possibles mecanismes implicats en la regulació del biomarcador 

identificat. 
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1r article. 

SIPA1L1 és un biomarcador precoç de fibrosi hepàtica en rates tractades amb 

CCl4 

 

Determinar el grau de fibrosi hepàtica ha estat i segueix sent una necessitat de primer 

ordre, no només per definir el pronòstic del pacient, sinó també per conèixer la seva 

progressió i poder delimitar les decisions clíniques a seguir. El mètode de referència per tal 

d’avaluar-lo ha estat, fins al moment, la biòpsia hepàtica (Mani i Kleiner, 2009; Mehta et al., 

2009). No obstant, presenta clares limitacions gens menyspreables que han empès a la cerca 

d’altres estratègies menys invasives i amb menors complicacions per als pacients. 

Malauradament, la majoria d’aquestes alternatives es limiten a la detecció de fibrosi hepàtica 

moderada/avançada i cirrosi, i continua havent-hi incertesa en la detecció dels estadis inicials 

de la malaltia (Baranova et al., 2011). La dificultat rau, en part, a la lenta progressió del procés 

fibròtic i a la seva asimptomatologia als seus inicis (Hannivoort et al., 2012). L’ús de models 

animals és una estratègia interessant per poder compensar les limitacions mencionades, car 

permeten l’obtenció de mostres perfectament definides i caracteritzades en els diferents 

punts de l’evolució de la malaltia hepàtica (Clària i Jiménez, 2005). Alhora, la seva combinació 

amb diferents estratègies proteòmiques representa una aproximació molt valuosa per tal 

d’identificar nous potencials biomarcadors de fibrosi i cirrosi hepàtica amb major poder 

diagnòstic. 

En aquest primer estudi, es va fer ús del model in vivo d’inducció de fibrosi mitjançant 

l’administració crònica de CCl4 (veure l’apartat de Material i Mètodes). Concretament, es va 

analitzar el proteoma sèric de 36 rates control i 94 rates amb diferents graus de fibrosi 

hepàtica per desvelar nous marcadors no invasius de la malaltia. Els resultats d’aquest treball 

s’exposen a continuació: 

 

1. Examinació histològica 

La resposta individual de les rates exposades a una administració crònica de CCl4 varia 

entre animals. Per aquest motiu, va ser necessari biopsiar el teixit hepàtic i quantificar el 

percentatge de fibra. L’evolució de les lesions fibròtiques es va iniciar amb una lleu deposició 

situada bàsicament a la zona portal (fibrosi lleu) i va evolucionar cap a diversos septes fibrosos 

més gruixuts com a resultat d’una major exposició de l’animal al CCl4 (fibrosi severa). 

Finalment, la majoria de les rates que van ser sotmeses a un major temps d’inhalació varen 

desenvolupar cirrosi. L’anàlisi histològic d’aquests animals va mostrar la formació de nòduls de 
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regeneració separats per septes fibrosos (Figura S1). Les rates no tractades amb CCl4 (grup 

control) no van presentar alteracions histològiques i el percentatge de fibra fou negligible. Els 

paràmetres bioquímics de funció hepàtica i renal, així com els electròlits i les variables 

demogràfiques de totes les rates incloses en l’estudi es troben detallats a la Taula 1. Com era 

d’esperar, les rates fibròtiques i cirròtiques presentaven alteracions rellevants en els tests de 

funció renal, essent més pronunciades en els animals cirròtics. 

 

2. Perfils proteòmics sèrics i anàlisi de les vies de senyalització de les rates control, 

fibròtiques i cirròtiques 

Emprant les 45 proteïnes estadísticament més significatives obtingudes per 

espectrometria de masses en tàndem (Taula S1), es va realitzar un anàlisi de components 

principals (PCA) per determinar si existia un patró proteic característic entre els diferents 

estadis de la malaltia. No es van detectar diferències entre les rates amb fibrosi lleu i les que 

presentaven fibrosi severa. Tot i això, s’observaren tres grups clarament diferenciats i sense 

solapament que corresponien al grup control, al grup fibròtic i al grup cirròtic (Figura 1). 

Seguidament, es van realitzar dos anàlisis quantitatius de les vies de senyalització alterades en 

funció de totes les proteïnes identificades i quantificades (Figura 2). Pel que fa a les rates 

fibròtiques, es van posar de manifest clares afectacions en la cascada de coagulació així com 

variacions en la senyalització de la resposta en fase aguda i en la regulació de la senyal de 

proliferació (Figura 2A). En cirrosi, totes les diferències observades en estadis fibròtics es 

trobaven més accentuades i fins i tot presentaven altres alteracions com les que involucren als 

receptors acoblats a proteïnes G, entre d’altres (Figura 2B). Finalment, es van detectar també 

mecanismes patogènics alterats relacionats amb la malaltia hepàtica en els estadis fibròtics 

(Figura 2C). És rellevant destacar que les rates cirròtiques presentaven, a més a més, 

disfuncions a nivell renal i cardíac (Figura 2D). 

 

3. SIPA1L1 i hemopexina com a potencials biomarcadors de detecció de fibrosi i cirrosi, 

respectivament 

Partint de les 10 proteïnes que presentaven diferències estadísticament més significatives 

en fibrosi o cirrosi (Taula 2), es va anar acotant aquest nombre en funció de diferents 

paràmetres de restricció: fold-change superior o igual a |2|, exclusió de les proteïnes 

majoritàries i/o les no conservades entres rates i humans. Després d’aquest procediment 

restrictiu, es van seleccionar dues proteïnes, SIPA1L1 i hemopexina, com a potencials 

biomarcadors de fibrosi i cirrosi, respectivament. Concretament, la concentració de SIPA1L1 

estava reduïda en estadis fibròtics mentre que l’hemopexina es trobava incrementada en les 
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mostres sèriques de les rates cirròtiques. Els espectres MS/MS representatius d’ambdues 

proteïnes es mostren a la Figura 3. 

 

4. Avaluació dels potencials biomarcadors en el grup de validació 

Per confirmar els resultats obtinguts, les concentracions sèriques de SIPA1L1 i 

d’hemopexina van ésser mesurades per tècniques d’immunoassaig (ELISA) en un grup major 

d’animals format per rates tractades amb CCl4 i rates control. Com en el cas anterior, els 

animals fibròtics i cirròtics del grup de validació van mostrar un deteriorament progressiu de la 

funció hepàtica a mesura que el procés fibròtic avançava, associat també a una reducció de la 

pressió arterial mitjana (MAP) i a un increment de la pressió portal (PP) (Taula 3).  

No es van detectar diferències en la concentració sèrica d’hemopexina entre cap dels 

grups d’estudi (Figura 4A), fet que no va permetre validar aquesta proteïna com a potencial 

biomarcador de cirrosi hepàtica. No obstant, els nivells circulants de SIPA1L1 van ser clarament 

significatius entre el grup control i les rates tractades amb CCl4. Així doncs, i confirmant els 

resultats obtinguts anteriorment per espectrometria de masses, les rates amb un procés 

fibròtic lleu van mostrar una reducció del 40% en la concentració sèrica de SIPA1L1 en 

comparació amb el grup control. Aquesta tendència es va mantenir també en les rates amb 

fibrosi severa i cirrosi (Figura 4B).  

 

5. Precisió de SIPA1L1 i hemopexina per detectar els estadis inicials de fibrosi i cirrosi 

Finalment, per determinar la precisió d’ambdós potencials biomarcadors es va fer ús de la 

corba ROC (Receiver-operating characteristic curve). Es van emprar exclusivament les rates 

fibròtiques (n=50) per a l’avaluació de SIPA1L1 i les cirròtiques (n=17) per a la d’hemopexina 

(Figura 5A). L’àrea sota la corba ROC (AUROC) obtinguda després d’avaluar l’hemopexina en 

les rates cirròtiques va demostrar una pobra eficàcia diagnòstica (AUROC: 0,702) i una manca 

de significació estadística. Contràriament, l’avaluació de la AUROC per SIPA1L1 va confirmar 

una excel·lent capacitat diagnòstica, presentant un valor de 0,865. Aquesta fou fins i tot major 

quan l’anàlisi es va realitzar exclusivament en les mostres sèriques de rates amb fibrosi lleu 

(AUROC: 0,904). En base al valor màxim de la ràtio de probabilitat (likelihood ratio), el qual 

minimitza el nombre de casos falsos positius i falsos negatius, es va escollir la concentració 

sèrica de 475,5 pg/ml com a valor de tall òptim per diferenciar els animals controls dels 

fibròtics. El valor predictiu positiu i negatiu obtingut fou de 97% i de 86%, respectivament. A 

més a més, es va aconseguir una sensibilitat del 74% i una especificitat del 95%.  
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Figure S1: Representative liver-collagen content of control, mild and 

moderate fibrotic, severe fibrotic and cirrhotic rats. Representative 

photomicrographs of liver sections stained with Sirius Red corresponding to the 

control group and all the different stages of fibrosis in CCl4-treated rats. As a 

consequence of the chronic liver injury, there was a progressive accumulation 

of extra cellular matrix in the hepatic tissue.  
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Table S1: Summary of the 45 most discriminatory proteins detected between rats 

with fibrosis and the control group. 

 

Protein-coding 
gene 

Fold 
Change 

Average 
Expression 

t P Value 
Adjusted  
P Value 

B 

HBA -2.12 11.59 -11.38 8.46E-08 1.23E-05 8.52 

MYO5A 1.58 11.71 10.10 3.13E-07 2.29E-05 7.22 

HPT -1.95 13.49 -9.33 7.33E-07 3.57E-05 6.36 

HBB1 -2.15 10.36 -8.81 1.35E-06 4.28E-05 5.74 

FINC 1.35 11.74 8.67 1.61E-06 4.28E-05 5.56 

A1I3 1.62 19.16 8.59 1.76E-06 4.28E-05 5.47 

FBP1L 1.46 13.39 8.37 2.32E-06 4.85E-05 5.19 

EST2 -1.18 16.54 -7.13 1.18E-05 2.13E-04 3.53 

XIRP2 0.93 12.35 7.05 1.31E-05 2.13E-04 3.42 

MPPE1 1.10 10.96 6.89 1.66E-05 2.21E-04 3.18 

APOB -0.84 12.02 -6.88 1.67E-05 2.21E-04 3.18 

EXOC3 1.31 12.49 5.72 9.52E-05 1.16E-03 1.39 

SAMP 1.27 10.68 5.61 1.12E-04 1.26E-03 1.22 

FETUA -0.75 19.44 -5.56 1.23E-04 1.28E-03 1.13 

AKAP4 1.66 9.47 5.46 1.45E-04 1.40E-03 0.96 

CERU -0.43 16.81 -5.42 1.54E-04 1.40E-03 0.89 

APOE -0.49 18.54 -5.26 2.01E-04 1.72E-03 0.62 

RAD50 1.05 11.23 5.09 2.65E-04 2.15E-03 0.33 

TRFE -1.07 20.23 -5.01 3.02E-04 2.32E-03 0.20 

EPO -0.71 11.43 -4.88 3.73E-04 2.72E-03 -0.02 

SPA3L 1.07 16.54 4.76 4.59E-04 3.19E-03 -0.23 

AT2A1 0.66 12.22 4.66 5.47E-04 3.63E-03 -0.41 

TPM2 -1.23 10.61 -4.62 5.88E-04 3.73E-03 -0.48 

KIF2C 0.88 16.06 4.51 7.05E-04 4.29E-03 -0.67 

HRG -0.77 15.85 -4.46 7.76E-04 4.53E-03 -0.76 

PDK1 -3.81 12.11 -4.33 9.78E-04 5.49E-03 -1.00 

CG031 8.99 5.11 4.20 1.21E-03 6.57E-03 -1.22 

NUCL 0.71 16.44 4.18 1.27E-03 6.62E-03 -1.27 

GELS 0.47 13.93 4.05 1.60E-03 8.03E-03 -1.50 

FA9 -4.87 9.00 -3.72 2.93E-03 1.37E-02 -2.11 

MUG2 0.78 11.16 3.72 2.94E-03 1.37E-02 -2.11 

CO4 -0.37 14.70 -3.70 3.01E-03 1.37E-02 -2.14 

PZRN3 2.37 9.51 3.58 3.79E-03 1.65E-02 -2.37 

RIMB1 7.37 4.17 3.57 3.84E-03 1.65E-02 -2.39 

NUAK2 -0.45 13.85 -3.48 4.51E-03 1.88E-02 -2.55 

CBPB2 -2.95 13.89 -3.47 4.63E-03 1.88E-02 -2.57 

PON1 0.65 12.11 3.40 5.22E-03 2.06E-02 -2.69 

VPS52 -1.13 12.04 -3.37 5.52E-03 2.12E-02 -2.75 

PLMN -0.55 17.28 -3.32 6.08E-03 2.27E-02 -2.85 
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LUM 0.82 8.98 3.31 6.21E-03 2.27E-02 -2.87 

MRCKB -0.42 11.74 -3.21 7.45E-03 2.65E-02 -3.05 

SPAT1 0.54 14.50 3.14 8.54E-03 2.97E-02 -3.18 

SI1L1 6.37 4.00 3.07 9.77E-03 3.32E-02 -3.32 

APOH -0.58 14.59 -3.00 1.11E-02 3.60E-02 -3.44 

LRP2 -0.63 11.45 -3.00 1.11E-02 3.60E-02 -3.44 
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2n article. 

La falta del fragment C-terminal de la cadena α del fibrinogen, de 5,9 kDa, 

precedeix la progressió de fibrosi en pacients amb malaltia hepàtica 

 

La detecció precoç de la fibrosi hepàtica és de gran importància tant pel pronòstic com pel 

tractament dels pacients amb una malaltia hepàtica crònica. Una de les limitacions que existeix 

per aconseguir aquesta fita però, és la dificultat alhora d’obtenir mostres de pacients en 

estadis molt inicials del procés fibròtic. Amb l’excepció de la insuficiència hepàtica fulminant, la 

fibrosi hepàtica presenta una progressió lenta i una manca de manifestacions clíniques 

evidents fins i tot anys després del seu inici (Hernández-Gea i Friedman, 2011). En aquest 

context, l’ús de models animals ha estat de gran utilitat gràcies a la possibilitat d’obtenció de 

mostres biològiques ben definides en estadis molt inicials de la malaltia. Tot i això, continua 

essent necessària la validació final en pacients fibròtics per confirmar els resultats obtinguts. 

Una altra possible estratègia per afrontar aquest repte és l’anàlisi proteòmic directament en 

pacients amb VHC i sotmesos a un trasplantament hepàtic. Una de les característiques 

particulars que presenta aquesta població és la ràpida reinfecció de l’empelt després de la 

cirurgia que, sovint, es tradueix en una acceleració del procés fibròtic (Féray et al., 1992). De 

fet, al voltant del 30% d’aquests pacients presenta cirrosi als 5 anys del trasplantament hepàtic 

(Charlton et al., 2015). Així doncs, l’anàlisi de mostres sèriques d’aquests pacients constitueix 

una alternativa interessant per determinar nous biomarcadors no invasius d’inici del procés 

fibrogènic.  

En aquest segon estudi, es va aprofitar la major rapidesa en el desenvolupament de 

fibrosi hepàtica dels pacients amb VHC i sotmesos a un trasplantament hepàtic per tal de 

determinar nous biomarcadors d’inici del procés fibrogènic i definir-ne el seu mecanisme. Un 

total de 159 mostres sèriques de diferents poblacions foren analitzades. Concretament, 19 

pacients van ésser agrupats en el grup de definició i la resta en els diferents grups de validació. 

Els resultats d’aquest segon treball s’exposen a continuació: 

 

1. Perfils proteòmics diferencials entre els pacients trasplantats amb recurrència i sense 

recurrència del VHC 

El grup de definició fou constituït per dos tipus de pacients clarament diferenciats. El 

primer d’ells, el grup control, estava format per 9 pacients que inicialment presentaven VHC 

però que aconseguiren una resposta virològica sostinguda després de sotmetre’s a un 

tractament antiviral abans del trasplantament hepàtic. El segon, estava compost per 10 
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pacients amb VHC i que presentaren recurrència del virus després de la cirurgia. Les mostres 

sèriques de tots els pacients es van obtenir 6 mesos després del trasplantament hepàtic. Les 

principals característiques demogràfiques d’ambdós grups es troben detallades a la Taula 1. 

Com era d’esperar, aquells pacients que presentaven una recurrència del VHC després de la 

intervenció quirúrgica va mostrar valors més elevats en l’índex ELF, així com de les 

aminotransferases AST i ALT. El GPVH també estava alterat en aquest grup. A nivell proteòmic, 

el patró d’expressió del grup control fou clarament dispar al del grup de pacients amb 

recurrència del VHC (Figura 1). Sis proteïnes estadísticament significatives van ésser 

detectades (Taula 2), essent el pic proteic amb una relació massa/càrrega (m/z) de 5.905 (5,9 

kDa) el més destacat (pic “A”). Concretament, els pacients sense recurrència del VHC 

presentaven una elevada intensitat del pèptid mentre que en els pacients amb recurrència del 

VHC aquest era quasi inexistent.  

 

2. Confirmació de la supressió del pic proteic de m/z 5.905 a causa del procés fibrogènic 

Per confirmar que els canvis observats eren específicament deguts al procés fibrogènic i 

no pas a altres factors derivats de les característiques particulars del pacients amb VHC i 

sotmesos a un trasplantament hepàtic, es varen analitzar mostres sèriques d’individus sans, 

pacients amb VHC sense haver estat sotmesos a un trasplantament hepàtic i pacients fibròtics i 

cirròtics amb una etiologia diferent a la del VHC. La Taula 3 resumeix les característiques 

clíniques i demogràfiques de tots els grups inclosos. Com anteriorment, els perfils proteòmics 

obtinguts per espectrometria de masses van confirmar el pic proteic de m/z 5.905 com el més 

diferencial entre grups (Figura 2). En concret, els individus sans presentaren una alta intensitat 

del pic en qüestió en comparació amb la resta de pacients fibròtics. De fet, la intensitat del pic 

de m/z 5.905 era quasi negligible en tots els pacients fibròtics, amb independència de la seva 

etiologia. Aquestes observacions varen indicar que ni el VHC ni el trasplantament hepàtic 

intervenien en la supressió de la intensitat del pic de m/z 5.905. 

 

3. Validació del pic proteic de m/z 5.905 

Per validar els resultats observats en un grup major de pacients, es van analitzar per 

SELDI-TOF MS 83 mostres sèriques de pacients amb VHC obtingudes 6 mesos després del 

trasplantament de fetge. El GPVH es va poder determinar en 53 d’ells, obtenint un valor 

promig de 5,5±0,8 mm Hg. De nou, les intensitats dels pics proteics obtinguts van ser similars a 

les observades amb anterioritat en els altres grups de pacients fibròtics (Data S4). En concret, 

l’abundància de m/z 5.905 es trobava en nivells inferiors a 10 μA en més del 60% dels pacients. 
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La resta dels pacients fibròtics presentaren intensitats de fins a 81,4 μA (Figura 3), tot i que 

eren clarament menors a les observades prèviament en els individus sans (391,9±43,1 μA).  

 

4. Identificació del pic proteic de m/z 5.905 

Per poder aïllar i posteriorment identificar el potencial biomarcador, es van seleccionar 

les dues mostres sèriques dels individus sans que mostraren una major intensitat del pic de 5,9 

kDa. Ambdues mostres van ésser barrejades i seguidament es va procedir a l’enriquiment per 

mitjà de resines cromatogràfiques, i a l’aïllament i separació del pic en qüestió per mitjà d’una 

electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS i tricina (tricine-SDS-PAGE) (Figura 4A,B). La 

banda proteica obtinguda es va escindir, tripsinitzar i finalment analitzar per espectrometria de 

masses en tàndem. Com es mostra a la Figura 4C, dues seqüències peptídiques van ésser 

identificades, les quals coincidien amb part de la seqüència aminoacídica de la cadena α del 

fibrinogen. Aquesta informació va permetre suggerir que la supressió del fragment peptídic de 

5,9 kDa de la cadena α del fibrinogen era un marcador precoç de la fibrogènesi activa en 

pacients amb una malaltia hepàtica crònica.  

 

5. Mecanisme de regulació de la cadena α del fibrinogen 

Per determinar els potencials mecanismes encarregats de modular l’alteració sèrica del 

fragment peptídic de 5,9 kDa, la línia cel·lular HepG2 fou tractada durant 6 hores amb 

diferents estímuls proinflamatoris i profibrogènics (TNF-α, LPS, IL-1β, AII, ET-1, apelina, 

fibronectina i TGF-β) i es va analitzar l’expressió de les cadenes α, β i γ del fibrinogen. Fent ús 

d’aquest model in vivo, només el factor de creixement TGF-β va induir canvis significatius en 

l’expressió de la cadena α del fibrinogen. En concret, va comportar una notable reducció 

d’aquesta cadena deixant inalterades les cadenes β i γ del fibrinogen (Figura 5). Finalment, 

l’anàlisi del secretoma, per mitjà del SELDI-TOF MS, de les cèl·lules HepG2 tractades amb TGF-β 

durant 48 hores va mostrar una reducció de l’abundància del fragment peptídic de 5,9 kDa en 

comparació amb les cèl·lules no tractades.  
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EXPANDED EXPERIMENTAL PROCEDURES (DATA S1) 

Serum fractionation:   

The samples were fractionated by pH, using a protein chip serum 

fractionation kit (ProteinChip Serum Fractionation Kit, Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA). The kit consists of a 96 well filtration plate with Q HyperD F 

anion-exchange beads that required rehydration and equilibration before use. 

Two hundred microliters of rehydration buffer (50 mM Tris-HCl, pH 9) was 

added to each well and incubated for 1 hour at room temperature. Thereafter, 

each well was equilibrated three times with 200 μl of U1 buffer [1 M Urea, 0.2% 

(w/v) CHAPS, 50 mM Tris-HCl, pH 9]. Prior to fractionation, 20 μL of serum 

sample was mixed with 30 μL of U9 buffer [9 M Urea, 2% (w/v) CHAPS, 50 mM 

Tris-HCl, pH 9] in a 96-well V-bottom plate for 20 minutes at 4ºC in a horizontal 

orbital microplate shaker. The sample was then diluted with 50 μL of U1 buffer. 

One hundred μl of the diluted serum sample was applied to each well and 

incubated for 30 min. at room temperature under constant shaking. Flow-

through was collected by vacuum filtration into V-bottom microplates. The 

anion-exchange resin was incubated with an additional 100 μL of Tris HCl buffer 

(50 mM Tris-HCl, 0,1% OGP, pH 9) for 10 minutes  at room temperature with 

shaking. The wash was collected by vacuum filtration. This procedure was 

repeated twice with 100 μl each of appropriate buffers with decreasing pH (pH 

7, 5, 4 and 3). The final wash was performed with an organic wash buffer 

containing 33% (vol/vol) isopropanol and 16.7% (vol/vol) acetonitrile in 0.1% 

trifluoroacetic acid (TFA). The six fractions, 200 μL each, were kept at -80ºC 

until analysis. Fraction 1 (pH 9) was selected for subsequent analysis. Serum 

fraction was empirically determined from two pools of serum samples obtained 
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from HCV positive (n=10) and HCV negative (n=9) LT patients according to a 

protocol aimed to maximize the number of identifiable protein peaks while 

reducing peak-to-peak interference.  

  



Resultats 

 

                     86 

EXPANDED EXPERIMENTAL PROCEDURES (DATA S2) 

Identification of candidate biomarker:  

Sample purification: Ion exchange fractionation was undertaken on a Q 

ceramic HyperD F mini spin column (Bio-Rad) pre-equilibrated with 800 μl of 

binding washing buffer  (50 mM Tris-HCl, pH 9) and 800 μL of U1 buffer (three 

times), respectively. Serum samples from healthy subjects were diluted at a 

ratio of 1:1.5 in U9 buffer. Treated samples were diluted 1:1 in binding washing 

U1 buffer and applied to the spin column followed by incubation for 45 min. at 

5ºC. Unbound proteins were eluted by centrifugation. Then 400 μl of elution 

buffer (50 mM Tris-HCl, 0.1% OGP, pH 9) were applied to the minispin column 

and centrifuged at 100 g, room temperature for 1 min. The flow-through was 

also collected. Eight minispin columns were used, and 6.4 mL of the eluted 

fraction were obtained in total. Eluted fractions containing the candidate 

biomarker were pooled and concentrated by molecular weight cut-off membrane 

fractionation (Amicon Ultra-4, 30000 MWCO, Millipore Corp. Billerica, MA).  

SELDI-TOF-MS was used to monitor the resulting concentrate for the peak of 

interest. The sample was then further purified on a CM ceramic HyperD F 

sorbent minispin Column. The column was equilibrated by loading 800 μl of 

binding buffer (0.1 M sodium acetate, pH 4.0) three times. The concentrated 

protein sample was mixed at a ratio of 1:1.5 with binding buffer and applied to 

the column. 375 μL of binding buffer were also added. The column was 

incubated for 45 min at 5ºC, centrifuged and the eluate was discarded. 750 μl of 

0.5 M NaCl were added to the column, incubated for 20 min at room 

temperature and centrifuged at 100 g for 1 min. Two additional cut-off 

membrane fractionation steps were performed (Amicon Ultra-4, 3000 MWCO 
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and Amicon Ultra-0.5, 10000 MWCO, Millipore Corp.) to completely isolate the 

candidate biomarker. SELDI-TOF-MS was used again to monitor the resulting 

concentrate for the peak of interest.   

 SDS-PAGE gels: Samples were loaded in a Tris-Tricine gel using a 

buffer containing 50 mM Tris, pH 6.8, 5% glycerol, 1.67% b-mercaptoethanol, 

1.67% SDS and 0.0062% bromophenol blue. Protein was boiled for 5 min and 

resolved independently in 12% acrylamide gels, using a Mini-Protean II 

electrophoresis cell (Bio-Rad). A constant voltage of 150 V was applied for 45 

min for this purpose. The gel was fixed in a solution containing 10% acetic acid, 

30% methanol for 30 min, and stained overnight in 0.1% Coomassie Brilliant 

Blue in 10% acetic acid, 30% methanol. The gels were then washed in a 

solution containing 10% ethanol and 7% acetic acid for 30 min. 

Tryptic digestion: Gel bands were first sliced to small pieces, and washed 

in milli-Q water. Reduction and alkylation was applied by incubation with 

Ditiothreitol (DTT, 10 mM in 50 mM ammonium bicarbonate, 30 µl) at 56 ºC for 

20 min, followed by an incubation in iodoacetamide (50 mM in 50 mM 

NH4HCO3, 30 µl) for another 20 min in the dark. Gel pieces were dried and 

incubated with trypsin (12.5 µg/ml in 50 mM NH4HCO3, 10 µl) for 20 min in ice. 

After rehydration, the trypsin supernatant was discarded; spots were covered 

with 50 mM NH4HCO3, and incubated overnight at 37ºC. After digestion, acidic 

peptides were further extracted with trifluoracetic acid 0.1% and dried out in a 

RVC2 25 Speedvac concentrator (Christ, Osterode Am Harsz, Germany). 

Peptides were resuspended in 5 µl 0.1% folic acid and sonicated for 5 min. prior 

to their analysis. Two independent MS/MS methods were followed. 
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NanoLC-MS/MS and Data Analysis: Peptide mixtures obtained from the 

digestion were separated by on-line nanoLC and analyzed by electrospray 

tandem mass spectrometry. Peptide separation was performed on a 

nanoAcquity UPLC system (Waters) connected to an LTQ Orbitrap XL mass 

spectrometer (Thermo Electron, Bremen, Germany). 2.5 µl of each sample were 

diluted to a final volume of 5 µl in CH2O2 0.1% and loaded onto a Symmetry 300 

C18 UPLC Trap column, 180 µm x 20 mm, 5 µm (Waters Corporation, Mildford, 

MA). The precolumn was connected to a BEH130 C18 column, 75 μm x 200 

mm, 1.7 μm (Waters Corporation) equilibrated in 3% acetonitrile and 0.1% 

HCOOH, and peptides were eluted at 300 nl/min using a 60 min linear gradient 

of 3–50% acetonitrile directly onto the nanoelectrospray ion source (Proxeon 

Biosystems, Odense, Denmark). 

The mass spectrometer automatically switched between MS and MS/MS 

acquisition in DDA mode. Survey full scan MS spectra (m/z 400–2000) were 

acquired in the orbitrap with 30,000 resolution at m/z 400. 6 most intense ions 

above 1,000 counts were sequentially subjected to CID fragmentation in the 

linear ion trap. Precursors with charge states of 2 and 3 were specifically 

selected for collision-induced dissociation. Collision-energy applied to each 

peptide was automatically normalized as a function of the m/z and charge state. 

Analyzed peptides were excluded for further analysis during 30 s using dynamic 

exclusion lists.  

 Searches were performed using Mascot Search engine (v2.2.07, Matrix 

Science, London, UK) on Proteome Discoverer 1.2. software (Thermo Electron, 

Bremen, Germany). Carbamidomethylation of cysteines as fixed modification, 

oxidation of methionines as variable modification, 5 ppm of peptide mass 
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tolerance, 0.5 Da fragment mass tolerance were adopted as search 

parameters, and 2 missed cleavages were allowed. Spectra were searched 

against UniprotKB/Swiss-Prot database (version 2013_01, 539,165 sequences, 

191,456,931 residues), restricted to homos sapiens. Only proteins with at least 

two peptides passing p<0.05 cut-off were considered for protein identification. 

 Peptide Mass Fingerprint and Peptide Fragment Fingerprinting: MALDI-

TOF-TOF analysis was performed with a MALDI-LIFT-TOF AUTOFLEX III 

smartbeam (Bruker Daltonics). Each digested sample was loaded (1 μl) onto a 

target (Bruker 384 ground steel) with 1μl of α cyano-4-hydroxy-cinamic acid. 

Data-dependent MS acquisitions were performed with charge state of 1 over a 

survey m/z range of 500-4000. Ionization was performed with a solid-state laser 

of 360 nm and 200 Hz. Laser intensity energies were varied depending of the 

analysis required. For MS 30-50% of intensity was used and around 90% for 

MS/MS. Resolution was always over 7500 along all mass-window range for MS 

analysis. Data acquisition was performed manually. Routinely 1400 scans were 

collected for Peptide Mass Fingerprinting whereas the most intense peaks were 

selected for MS/MS (400 scans for parent selection, and 1600 scans for 

fragments). Obtained spectra were processed using Flex analysis 3.0 and 

Biotools 3.2 (Bruker Daltonics, Billerica, MA). Database searching is performed 

using Mascot (Matrix Science, London, UK) against UniprotKB/Swiss-Prot 

database. For protein identification the following parameters were adopted: 

carbamidomethylation of cysteines (C) as fixed modification and oxidation of 

methionines (M) as variable modifications, 50 ppm of peptide mass tolerance, 

0.7 Da fragment mass tolerance and up to 2 missed cleavage points. 
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Calibration was performed externally, with pepmix (Bruker Daltonics), and 

internally, with trypsin peptides, when available. 
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EXPANDED EXPERIMENTAL PROCEDURES (DATA S3) 

Messenger RNA expression of human fibrinogen α, β, and γ chains 

in HepG2 cells:  

Total RNA from cultured cells was extracted using a commercially 

available kit: Tri Reagent (Molecular Research Center, Inc, Cincinnati, OH). 

One 

DNA synthesis kit (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied 

Biosystems, Foster City, CA). Primers for human fibrinogen α chain (left: 5’-

TGGAAATTTTGAGAGGCGATT-3’, right: 5’-CCTCTGACACTCGGTTGTAGG-

3’), fibrinogen β chain (left: 5’-CTGAAATGTATCTCATTCAACCTGA-3’, right: 5’- 

CCGTCTTGACGGTT CTGAAT-3’), fibrinogen γ chain (left: 5’-

AGCCCAGCTTGAAGCACA-3’, right: 5’-TTGGCAATGTCTTGACAATCTT-3’), 

and HPRT (hypoxyxantine-guanine phosphoribosyltransferase 1), a 

constitutively expressed gene used as an endogenous standard (left: 5’-

TGACCTTGATTTATTTTGCATACC-3’, right: 5’- 

CGAGCAAGACGTTCAGTCCT-3’), were designed according to human 

fibrinogen α, β, and γ chain and HPRT sequences (GenBank NM_000508.3, 

NM_005141.4, NM_000509.4, NM_000194.2, respectively) using the 

ProbeFinder software (Probefinder v 2.49, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). 

Real time quantitative PCR was analyzed in duplicate and performed with 

Lightcycler-480 (Roche Diagnostics). Ten µl total volume reaction of diluted 1:8 

cDNA, 200 nM primer dilution, 100 nM pre-validated 9-mer probe (Universal 

ProbeLibrary, Roche Diagnostics) and FastStart TaqMan Probe Master (Roche 

Diagnostics) was used in each PCR reaction. Fluorescence signal was captured 

during each of the 45 cycles (denaturizing 10 sec at 95ºC, annealing 15 sec at 
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60ºC and extension 20 sec at 72ºC). HPRT was used as reference gene for 

normalization and water was used as negative control. Relative quantification 

was calculated using the comparative threshold cycle (CT), which is inversely 

related to the abundance of mRNA transcripts in the initial sample. The mean 

CT of duplicate measurements was used to calculate ΔCT as the difference in 

CT for target and reference. Relative quantity of product was expressed as fold-

induction of the target gene compared with the control primers according to the 

formula 2-ΔCT. The mean CT of duplicate measurements was used to calculate 

ΔCT as the difference in CT for target and reference. The relative quantity of 

product was expressed as fold-induction of the target gene compared with the 

reference gene according to the formula 2-ΔΔCT, where ΔΔCT represents ΔCT 

values normalized with the mean ΔCT of control samples. 
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SUPPLEMENTARY DATA (DATA S4) 

Spreadsheet containing all protein peaks detected in all the 

samples included in the study. 

L’arxiu excel (DATA S4) es pot descarregar a través del link següent: 

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371%2Fjournal.pone.0109254 

  

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371%2Fjournal.pone.0109254
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En la pràctica clínica, la detecció precoç de fibrosi hepàtica és un aspecte clau per poder 

iniciar els tractaments pertinents i evitar així futures complicacions als pacients que presenten 

algun tipus de malaltia hepàtica crònica. Com s’ha anat comentant al llarg la present tesi 

doctoral, la biòpsia hepàtica ha estat una de les metodologies més emprades per estimar 

aquest paràmetre (Mehta et al., 2009). No obstant, presenta importants limitacions que la fan 

un mètode de referència imperfecte. Entre elles, caldria destacar la seva naturalesa invasiva, la 

poca representativitat de la mostra obtinguda o la impossibilitat de realitzar-la de forma 

continuada per veure l’avaluació dinàmica de la fibrosi al llarg del tractament (Bedossa et al., 

2003; Regev et al., 2002). Tots aquests factors han empès a la cerca de noves estratègies i 

biomarcadors no invasius amb major capacitat diagnòstica. En concret, l’avaluació 

d’alteracions en les proteïnes circulants ha estat una de les àrees més estudiades. Tenint 

present que els hepatòcits –el tipus cel·lular predominant en el fetge– són responsables de la 

síntesi de la majoria de proteïnes intrahepàtiques i extrahepàtiques (Tennent et al., 2007), és 

factible pensar que canvis subtils en l'arquitectura del fetge poden incórrer en anomalies en la 

síntesi de proteïnes i ser detectades conseqüentment en el torrent sanguini. Malauradament, 

els descobriments obtinguts fins al moment s’han restringit bàsicament a la detecció de fibrosi 

moderada/avançada i cirrosi.  

La lenta progressió de la malaltia i la seva asimptomatologia en els inicis semblen ser dos 

dels principals obstacles per obtenir mostres en estadis precoços i poder així detectar 

biomarcadors específics de fibrosi hepàtica inicial. En el primer estudi, aquesta dificultat es va 

eludir gràcies a l’ús del model experimental d’inducció a fibrosi en rates mitjançant la inhalació 

de CCl4. Estudis previs han demostrat com aquest model reprodueix fidelment les alteracions 

observades a nivell histològic, hemodinàmic, bioquímic i renal que pateixen els pacients 

fibròtics i cirròtics (Clària i Jiménez, 2005; Constandinou et al., 2005). De fet, aquests animals 

van incrementant gradualment la deposició de fibres de col·lagen a mesura que augmenta el 

temps d’exposició al CCl4, la qual està associada amb un progressiu desajust de 

l’hemodinàmica sistèmica i esplàncnica, una alteració sèrica dels paràmetre de funció hepàtica 

i renal i una marcada retenció de sodi i aigua que finalment desemboca en la formació 

d’ascites (Clària i Jiménez, 2005). Així doncs, aquest model in vivo permet, no només identificar 

potencials biomarcadors de fibrosi hepàtica, sinó entendre millor els mecanismes 

fisiopatològics involucrats en aquest procés així com determinar la utilitat terapèutica de 

noves drogues antifibrogèniques (Fernández-Varo et al., 2016; Oró et al., 2016). Per aconseguir 

els objectius proposats en el primer treball, els animals van ser classificats en quatre grups en 

funció de la quantitat de col·lagen dipositada en el fetge i no pas en funció de les setmanes de 

tractament amb CCl4, car la resposta individual a l’agent hepatotòxic és dispar entre els 
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animals. Les rates incloses en l’estudi van mostrar una deposició de fibra que oscil·lava entre el 

1,9% i el 26,3%. Com era d’esperar, va existir una relació inversament proporcional entre el 

percentatge de fibra i els valors de la MAP, i una relació directament proporcional amb els 

valors de la PP. A més a més, es va observar una reducció en la concentració sèrica d’albúmina 

i una activació marcada dels enzims hepàtics a mesura que el procés fibròtic avançava. Tots els 

resultats obtinguts tant en el grup de definició com en el de validació van confirmar la similitud 

del model in vivo amb la progressió que segueixen els pacients amb malaltia hepàtica. 

El camp de la proteòmica ha evolucionat enormement durant l’última dècada gràcies a 

l’avenç de l’espectrometria de masses i a les millores en les tècniques de separació. 

Tradicionalment, l’estudi de les variacions proteiques s’havia realitzat per mitjà del gel 

d’electroforesi de dues dimensions (Adam et al., 2001). No obstant, aquest protocol té 

associats certs desavantatges que restringeixen enormement el seu ús. Les estratègies que fan 

ús de l’espectrometria de masses en canvi, s’han anat imposant per poder fer front a les noves 

exigències i necessitats. Dins d’aquestes alternatives, els mètodes lliures de marcatge s’han 

convertit en una eina interessant i indispensable en molts dels laboratoris d’investigació, car 

permeten l’anàlisi individual d’una gran quantitat de mostres gràcies a l’absència de 

restriccions de marcatge (Sandberg et al., 2014). Alhora, aconsegueixen analitzar de forma 

molt més exhaustiva el proteoma de diverses malalties (Altelaar et al., 2013; Casado et al., 

2013; Quintana et al., 2009), i han demostrat ser alternatives molt prometedores per a la 

determinació de nous biomarcadors de diagnòstic i pronòstic (Sandin et al., 2015). 

En aquest context, el primer estudi es va centrar en la cerca de biomarcadors circulants de 

fibrosi hepàtica per mitjà d’una anàlisi proteòmica en 94 rates fibròtiques/cirròtiques i 36 

animals control emprant l’estratègia lliure de marcatge LC-MS/MS. Primerament es va realitzar 

una PCA, la qual va permetre visualitzar i agrupar les mostres del grup de definició en tres 

conjunts clarament diferenciats gràcies al seu patró proteic particular: els animals control, les 

rates fibròtiques i el grup cirròtic. Curiosament, l’avaluació bidimensional no va aconseguir 

distingir les rates amb una fibrosi lleu/moderada de les que presentaven una fibrosi més 

severa. Posteriorment, es va realitzar una anàlisi per determinar les vies de senyalització 

alterades en la fibrosi i cirrosi hepàtica, la qual va detectar principalment tres vies afectades en 

el grup d’animals fibròtics. Aquestes corresponien a les relacionades amb la senyalització de la 

resposta en fase aguda, la cascada de coagulació i els mecanismes implicats en la proliferació 

cel·lular. Com era d'esperar, la quantitat de vies de senyalització alterades en els animals 

cirròtics va ser major i es van observar afectacions en altres òrgans com el ronyó i el cor. Tots 

aquests resultats estan en concordança amb les característiques patològiques més 

característiques ja descrites en pacients amb diferents graus de fibrosi i cirrosi hepàtica 



Discussió 

 

   99 

(Betrosian et al., 2007; Mercer i Chambers, 2013; Møller i Henriksen, 2002), reafirmant doncs 

la utilitat del model experimental per al descobriment de nous biomarcadors de detecció i 

estadificació de la malaltia hepàtica. Tot i els clars avantatges d’aquest mètode, és rellevant 

tenir present que els animals poden presentar diferències metabòliques així com reaccions 

immunològiques, expressió de gens o respostes farmacològiques dissemblants a les de l’ésser 

humà (Starkel i Leclercq, 2011), invalidant en termes de diagnòstic bioquímic algunes de les 

troballes obtingudes en aquests models experimentals. Tenint present que proteïnes amb una 

seqüència d'aminoàcids molt semblant sovint presenten funcions similars (Alberts et al,. 2007; 

Lodish et et al., 2000), en el primer estudi es van intentar minimitzar aquestes limitacions 

seleccionant exclusivament les proteïnes altament conservades entre ambdues espècies. En 

concret, l’anàlisi proteòmica va permetre identificar dos potencials biomarcadors circulants 

relacionats amb la fibrosi i cirrosi hepàtica: la SIPA1L1 i l’hemopexina. La primera es trobava 

reduïda en estadis inicials de la malaltia mentre que la darrera estava incrementada en fases 

més avançades (cirrosi).   

Pel que respecta a SIPA1L1, s'han identificat tres isoformes d'aproximadament 200 kDa 

cadascun (Gao et al., 1999). Actualment se sap que es tracta d’una proteïna activadora de 

GTPases (GAP), ja que posseeix una regió d'homologia amb els dominis de GAP (Gao et al., 

1999). D'altra banda, SIPA1L1 s'ha descrit també com un potencial supressor de tumors, car es 

localitza en una regió del cromosoma 14, el qual ha demostrat presentar una pèrdua 

d’heterozigositat en meningiomes malignes (Gao et al., 1999; Menon et al., 1997). Així doncs, 

els resultats observats fins al moment semblen indicar que la seva inactivació contribueix a 

transformacions malignes. A causa de l’elevada similitud de la seqüència aminoacídica de 

SIPA1L1 entre rates i humans (95,34%), és faedor pensar que el resultat obtingut a partir del 

model in vivo es podria traduir a la fibrosi hepàtica humana i ser útil per a la detecció de la 

malaltia en els seus estadis inicials. 

L’hemopexina és una glicoproteïna de 60 kDa que s'expressa majoritàriament a les 

cèl·lules del parènquima hepàtic (Thorbecke et al., 1973). Com que pertany a la família de les 

proteïnes de fase aguda, la seva síntesi està induïda per diverses citocines en resposta a un 

esdeveniment inflamatori (Baumann i Gauldie, 1994). A més a més, es tracta de la proteïna 

circulant amb la major afinitat pel grup hemo i es considera que és la principal responsable del 

seu transport dins del fetge (Tolosano et al., 1999). Aquesta característica ha conduït a la 

creença que l’hemopexina prevé a l’organisme de la toxicitat del grup hemo lliure, protegint-lo 

així contra la inflamació i la fibrosi hepàtica (Tolosano et al., 1999). Per altra banda, s’ha 

demostrat també que presenta un paper rellevant en el manteniment de les reserves de ferro 

de l’organisme (Smith i Morgan, 1981). Curiosament però, els resultats observats en el grup de 
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definició van mostrar un increment significatiu de la concentració sèrica d’hemopexina en les 

rates cirròtiques en comparació amb els animals control. 

Els resultats obtinguts en el grup de validació van confirmar la reducció dels nivells 

circulants de SIPA1L1 detectades en els estadis fibròtics. De fet, aquesta tendència es va 

mantenir al llarg dels grups amb fibrosi severa i cirrosi. En concret, l’avaluació per ELISA de la 

concentració sèrica de SIPA1L1 en els animals tractats amb CCl4, va mostrar una disminució del 

40% en comparació amb els animals control. Si bé la precisió diagnòstica va ser excel·lent i 

estadísticament significativa per detectar fibrosi (AUROC: 0,865), aquesta fou inclús major 

alhora de detectar als animals amb una fibrosi lleu/moderada (AUROC: 0,904). Així doncs, tots 

els resultats obtinguts fins al moment indiquen que una reducció dels nivells circulants de 

SIPA1L1 permetria identificar a aquells individus asimptomàtics que es troben en un estadi 

molt inicial de fibrosi hepàtica. Contràriament, no es va reproduir de nou la tendència 

observada en el cas de l’hemopexina com a biomarcador circulant de cirrosi hepàtica. De fet, 

l’avaluació sèrica d’aquesta proteïna en el diferents grups d’animals per mitjà de tècniques 

d’immunoassaig va evidenciar una elevada dispersió i, per tant, no va mostrar diferències 

estadísticament significatives en comparació amb el grup control. En concordança, la capacitat 

diagnòstica d’hemopexina per detectar cirrosi hepàtica tampoc va manifestar cap mena de 

significació estadística. 

Actualment no hi ha estudis on s’hagi descrit el paper potencial que SIPA1L1 pot tenir en 

la fibrosi hepàtica. Tanmateix, una investigació recent va demostrar que la senyalització de 

Wnt afecta la fosforilació i l'estabilitat de SIPA1L1 (Tsai et al., 2007). A més a més, s’ha descrit 

també que la senyalització de Wnt activa la caseïna quinasa I èpsilon (CKIε) (Swiatek et al., 

2004), la qual indueix la fosforilació de SIPA1L1 i la seva degradació, així com una acumulació 

de β-catenina (Gao et al., 2002). Atès que la via de senyalització de Wnt s'activa durant la 

fibrosi hepàtica en les cèl·lules hepàtiques estrellades (Miao et al., 2013), és factible especular 

que la disminució de SIPA1L1 és una conseqüència de l'activació del procés fibrogènic. En 

aquest sentit, diverses investigacions han demostrat que l’activació sostinguda de la via de 

Wnt/β-catenina està vinculada a la patogènesi de diferents trastorns fibròtics, inclosa la fibrosi 

hepàtica (Cheng et al., 2008, 2010; Jiang et al., 2006; Li et al., 2011; Myung et al., 2007). Per 

tant, les investigacions realitzades fins al moment estan en sintonia amb els nostres resultats i 

reforcen la idea que la reducció de SIPA1L1 és un marcador de l'activació precoç de la 

fibrogènesi en la malaltia hepàtica. No obstant això, el mecanisme específic i detallat pel qual 

aquest fenomen es produeix encara necessita ser aclarit. 

Una altra estratègia per determinar nous biomarcadors de fibrosi hepàtica és l’anàlisi 

proteòmica de pacients amb VHC i sotmesos a un trasplantament hepàtic. Està ben demostrat 
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que aquest grup particular de pacients presenta una recurrència del virus en l’empelt, la qual 

es tradueix en una acceleració del procés fibròtic (Féray et al., 1992). Per tant, la determinació 

d’alteracions proteiques en aquest conjunt de pacients poc temps de la cirurgia pot permetre 

identificar biomarcadors circulants relacionats amb l’activació del procés fibrogènic i detectar 

estadis de fibrosi hepàtica inicial asimptomàtics. En aquest context, el segon estudi es va 

centrar en la cerca de biomarcadors sèrics en aquests pacients mitjançant l’estratègia 

proteòmica top-down. Les mostres sèriques es van obtenir 6 mesos després del 

transplantament hepàtic i es va realitzar una biòpsia a l’any de la cirurgia per definir el grau de 

la fibrosi hepàtica.  

La tecnologia SELDI-TOF MS és un sistema molt utilitzat per a la determinació de 

biomarcadors de detecció, de diagnòstic i de pronòstic de diferents malalties (Gallo et al., 

2016; Gonçalves et al., 2008; Kelly et al., 2012; Marfà et al., 2016; Vinther-Jensen et al., 2015). 

Una de les majors avantatges d’aquest tipus d’estratègia proteòmica és el seu elevat 

rendiment. A causa de l’elevada variabilitat que existeix entre pacients, la capacitat d’analitzar 

un gran nombre de mostres permet compensar aquest factor i dotar de major poder estadístic 

als potencials biomarcadors detectats. Es tracta d’una tecnologia que combina 

l’espectrometria de masses amb arrays que presenten superfícies modificades de retenció 

selectiva, els quals poden interactuar amb un determinat grup de proteïnes (Vorderwülbecke 

et al., 2005). Aquesta característica permet disminuir notablement la complexitat proteica de 

la mostra, fet altament rellevant en les mostres sèriques de pacients. En base a l’estudi 

realitzat, l’array CM10 va ser l’emprat gràcies als majors rendiments de precisió, 

reproductibilitat i diferències proteiques entre els grups. No obstant, previ a la introducció de 

la mostra al bioxip, es va realitzar un pretractament per reduir encara més la seva complexitat. 

L’estudi proteòmic realitzat en el grup de definició va mostrar sis proteïnes 

estadísticament significatives entre els pacients que presentaven una recurrència del VHC 

després del trasplantament hepàtic i els que no (grup control). Entre elles, el pic proteic de m/z 

5.905 (5,9 kDa) fou el més interessant, car es trobava completament suprimit en els pacients 

amb recurrència del VHC en comparació amb el grup control, on presentava una intensitat 

mitjana de 257,1 μA. Aquests primers resultats van posar de manifest la inequívoca utilitat 

d’aquest tipus d’estratègia i, alhora, van emfatitzar la clara alteració proteica existent ja des 

dels inicis del procés fibrogènic. Cal tenir present que l’anàlisi proteòmica es va dur a terme 

amb mostres sèriques de pacients trasplantats obtingudes tan sols 6 mesos després de la 

cirurgia. Si bé la biòpsia hepàtica es va realitzar 6 mesos després (1 any post-trasplantament), 

molts dels pacients presentaven estadis fibròtics lleus i moderats. Per tant, és factible pensar 
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que als sis mesos post-cirurgia la gran majoria d’ells es trobava en un estadi molt inicial del 

procés fibrogènic. 

Arribats en aquest punt, era important confirmar que les variacions observades fins al 

moment eren degudes al procés fibròtic i no pas a quelcom relacionat amb el VHC. Per aquest 

motiu es van seleccionar mostres sèriques d’individus sans, pacients fibròtics i cirròtics amb 

VHC però sense haver estat sotmesos a un trasplantament hepàtic i finalment un grup de 

pacients fibròtics i cirròtics amb etiologies diferents a la del VHC (EHNA, HA, hepatitis 

autoimmune, VHB i criptogènica). Les  característiques bioquímiques i demogràfiques d’aquest 

grup de pacients van ser similars a les observades en el grup de definició. L’única excepció fou, 

com era d’esperar, en els enzims hepàtics, els quals eren clarament superior en els pacients 

fibròtics sotmesos al trasplantament. Aquesta diferència però, no va ser rellevant a l’hora 

d’analitzar el perfil proteòmic dels diferents pacients. Novament, la concentració sèrica del pic 

proteic de 5,9 kDa es trobava totalment reduïda en els pacients fibròtics independent de 

l’etiologia i del trasplantament hepàtic. Per contra, els individus sans mostraven intensitats 

molt elevades (391,9±43,1 μA). Totes aquestes observacions van permetre reafirmar la 

hipòtesi que l’alteració del pic proteic de 5,9 kDa era deguda exclusivament al procés fibròtic. 

La validació dels resultats en qualsevol estudi és un altre pas fonamental per confirmar les 

observacions detectades. Així doncs, per poder determinar el comportament del pic de m/z 

5.905, es van analitzar 83 pacients amb VHC i sotmesos a un trasplantament hepàtic per mitjà 

del SELDI-TOF MS. Totes les mostres sèriques del pacients fibròtics presentaren intensitats 

clarament reduïdes en comparació amb les observades en els individus sense un procés 

fibrogènic actiu. De fet, en la majoria d’ells el pic proteic es trobava completament suprimit. 

Globalment doncs, aquests resultats van emfatitzar l’elevada sensibilitat i poder diagnòstic que 

presentava el pic proteic de 5,9 kDa. 

Una de les limitacions de la tecnologia SELDI-TOF MS està relacionada amb la 

impossibilitat de caracteritzar directament les proteïnes d’interès (Ndao et al., 2010). No 

obstant, per tal d’identificar el pic proteic de m/z 5.905, es va procedir a un enriquiment previ 

de la proteïna en qüestió per mitjà de resines cromatogràfiques i a una posterior separació i 

purificació mitjançant gels d’electroforesi. Seguidament, la banda es va escindir, tripsinitzar i 

finalment analitzar per espectrometria de masses en tàndem. En el nostre cas, la seqüència 

aminoacídica del pic proteic de 5,9 kDa va indicar que es tractava del fragment C-terminal de la 

cadena α del fibrinogen.  

El fibrinogen és una de les proteïnes més abundants en sang i juga un paper clau en el 

procés de coagulació (Davalos i Akassoglou, 2012; Mosesson et al., 2001). Estructuralment, 

aquesta glicoproteïna de fase aguda de 340 kDa està composta per dos conjunts simètrics de 
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tres cadenes diferents conegudes com Aα, Bβ i γ, les quals estan sintetitzades per gens 

independents tots ells localitzats en el cromosoma 4 (Herrick et al., 1999; Kant et al., 1985). Si 

bé les evidències existents apunten als hepatòcits com els majors inductors de la síntesi del 

fibrinogen, estudis in vitro han observat com diversos estímuls inflamatoris poden induir 

també la secreció d'aquesta glicoproteïna en cèl·lules tan dispars com les epitelials, les cèl·lules 

de carcinoma de coll uterí o els trofoblasts, entre d’altres (Weisel, 2005). La cadena Aα 

predominant és la cadena polipeptídica més llarga, que conté 610 residus i un pes de 63,5 kDa. 

Les cadenes Bβ (56 kDa) i γ (48 kDa) presenten un total de 461 i 411 aminoàcids, 

respectivament. No obstant, totes elles són molt heterogènies a causa dels splicings 

alternatius, a les MPTs i a les degradacions proteolítiques (Herrick et al., 1999). L’extrem N-

terminal de cada cadena està enllaçat per ponts disulfur, formant el seu domini central “E”. En 

aquesta regió, les cadenes Aα i Bβ presenten una petita seqüència peptídica coneguda com a 

fibrinopèptid A i B, respectivament, que són crucials per a la prevenció de la conversió de 

fibrinogen a fibrina (Gorkun et al., 1997; Weisel et al., 1993). A l'extrem oposat, els fragments 

C-terminal de les cadenes Bβ i γ, juntament amb una porció de la cadena Aα, constitueixen els 

dos dominis exteriors “D” (Mosesson, 2005). La seqüència peptídica final de la cadena Aα 

s'anomena domini “αC” i forma una espècie d’apèndix que es mou lliurement (Doolittle, 1973) 

i pot interactuar no només entre si, sinó també amb la regió central de la molècula o fins i tot 

amb altres dominis “αC” en la polimerització de fibrina. A més a més, aquesta regió és 

susceptible de ser escindida per diverses proteases incloent la plasmina i conseqüentment, ser 

alliberada a la circulació com un subproducte natural d'activació sistèmica fibrinolítica 

(Cesarman-Maus i Hajjar, 2005; Rudchenko et al., 1996). Els resultats obtinguts en aquest 

segon estudi mostren una concentració sèrica quasi inexistent del fragment C-terminal de la 

cadena α del fibrinogen en els pacients amb un procés fibrogènic actiu. Aquestes observacions 

coincideixen amb les detectada prèviament en pacients alcohòlics (Nomura et al., 2004). 

Concretament, aquest estudi va demostrar que els nivells sèrics d'aquest fragment es 

recuperaraven quan la ingesta d'alcohol s’aturava durant més de 3 mesos. Més tard, el mateix 

grup va estendre els seus resultats als pacients infectats pel VHC (Sogawa et al., 2013). 

Tanmateix, diferents estudis apunten a que aquest fragment no és específic de la fibrosi 

hepàtica, car s’han observat també alteracions sèriques del mateix pèptid en pacients amb 

síndrome respiratòria aguda, amb càncer de mama i amb adenocarcinoma de pàncrees, entre 

d’altres (Belluco et al., 2007; Koopmann et al., 2004; Pang et al., 2006). 

La regulació i síntesi del fibrinogen en la seva totalitat s’havia investigat amb anterioritat 

usant la línia cel·lular HepG2 (Knowles et al., 1980). Aquest model in vitro va permetre estudiar 

la producció i regulació del fibrinogen en funció de diferents estímuls proinflamatoris 
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(Mackiewicz et al., 1991). Malgrat això, el mecanisme pel qual el fragment de 5,9 kDa de la 

cadena α del fibrinogen es veia reduït en les mostres sèriques de pacients amb un procés 

fibrogènic actiu no estava aclarit. Per aquest motiu, es va decidir avaluar el potencial paper 

regulador de diversos agents profibrogènics i proinflamatoris implicats en la patogènesi dels 

processos fibrògenics (Melgar-Lesmes et al., 2010, 2011; Reichenbach et al., 2013) sobre 

l'expressió de la cadena α del fibrinogen en les cèl·lules HepG2. De tots ells, només el TGF-β va 

mostrar una reducció significativa de l’expressió de la cadena α del fibrinogen (ARNm) i una 

disminució del fragment peptídic de 5,9 kDa. No obstant, el decrement d’aquest pic proteic fou 

clarament menor a l’observat en les mostres sèriques dels pacients fibròtics. Segurament, les 

diferències existents entre les condicions experimentals dels models in vivo i in vitro són una 

de les causes d’aquesta discordança. De fet, les HepG2 són una línia cel·lular de carcinoma 

hepatocel·lular humà les quals mostren una alteració en l'abundància dels receptors de TGF-β 

(Dituri et al., 2013; Liu et al., 2000). Aquest fet podria donar lloc a algun tipus de resistència a 

aquesta citocina i explicar la menor reducció del pic proteic. Per altra banda, és probable que 

l’efecte observat in vivo sigui conseqüència de múltiples factors, ja que és ben sabut que la 

regulació de proteïnes de fase aguda està modulada per una combinació de vàries citocines 

(Moshage, 1997). Aquesta situació planteja la possibilitat que existeixin altres agents implicats 

en la regulació de l'expressió del fragment de 5,9 kDa de fibrinogen i que provoquin un efecte 

sinèrgic en la reducció d’aquest pèptid. De fet, un estudi molt recent liderat pel Dr. Fumio 

Nomura (Kikuchi et al., 2016) sembla indicar que la reducció en l’alliberament d’aquest pèptid 

en pacients fibròtics no només és degut a un disminució en la síntesi de la cadena α del 

fibrinogen, sinó també a una alteració en les reaccions enzimàtiques. L’estudi preliminar 

apunta a que el fragment de 5,9 kDa és alliberat per enzims que s’activen posteriorment a la 

recol·lecció de la sang. A més a més, s’afirma que la trombina actua com a iniciador del procés, 

mentre que la plasmina i l’elastasa neutròfila trenquen el fibrinogen per formar l’extrem N-

terminal i el C-terminal del fragment de 5,9 kDa, respectivament.  

Les observacions d’aquest estudi estan en consonància amb treballs anteriors on es 

demostrava l’efecte inhibidor del TGF-β envers el fibrinogen produït per la IL-6 en cèl·lules 

HepG2 (Mackiewicz et al., 1990). Tots aquests efectes semblen estar mediats per mecanismes 

postraduccionals (Hassan et al., 1992). Globalment doncs, els resultats obtinguts fins al 

moment indiquen que l'activació de TGF-β en les fases inicials de la lesió hepàtica podria ser 

una de les responsables de l'alteració dels nivells circulants del fragment C-terminal de la 

cadena α del fibrinogen en els pacients amb una fibrogènesi hepàtica activa. 

En resum, ambdós estudis demostren que, tant el model in vivo d’inducció a fibrosi en 

rates mitjançant la inhalació de CCl4 com l’ús de pacients amb VHC i sotmesos a un 
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trasplantament hepàtic, són dues estratègies interessants per tal d’abordar la cerca de nous 

biomarcadors de detecció d’un procés fibròtic inicial. En concret, s’han observat alteracions 

proteòmiques en estadis molt precoços de la malaltia hepàtica, essent la SIPA1L1 i el fragment 

de 5,9 kDa de la cadena α del fibrinogen dos dels biomarcadors circulants més prometedors. 

En el primer estudi, la validació futura de SIPA1L1 en humans juntament amb la definició del 

seu mecanisme permetran confirmar les alteracions existents i focalitzar els esforços en 

tractaments específics que reverteixin aquest fenomen. En el segon treball en canvi, els 

recursos s’hauran de centrar en el disseny d’un immunoassaig específic d’aquest fragment 

peptídic per poder reduir la complexitat i la durada del protocol, permetre l’automatització del 

procés, minimitzar costos i facilitar, per tant, el seu ús massiu. 
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A partir dels resultats obtinguts en els dos estudis que componen aquesta tesi doctoral, es pot 

concloure que: 

 

1. Existeix una signatura proteòmica diferencial entre les mostres sèriques de rates control, 

fibròtiques i cirròtiques. 

2. L'anàlisi proteòmic lliure de marcatge ha permès identificar i validar SIPA1L1 com a 

potencial biomarcador sèric de fibrosi hepàtica inicial en el model in vivo d’inducció de 

fibrosi mitjançant l’administració crònica de CCl4. 

3. Els nivells sèrics de SIPA1L1 es mantenen reduïts en els animals amb fibrosi severa i 

cirrosi, en comparació amb el grup control. 

4. A causa de l’elevada similitud en la seqüència aminoacídica de SIPA1L1 entre rates i 

humans, els resultats suggereixen que aquesta proteïna podria ser un bon marcador no 

invasiu de detecció de fibrosi precoç en pacients amb una malaltia hepàtica crònica. 

5. Existeix un perfil proteòmic sèric diferencial entre els pacients fibròtics i els que presenten 

un procés fibrogènic actiu. 

6. La diferent intensitat del pic proteic de m/z 5.905 (5,9 kDa) permet detectar, de forma 

altament sensible i específica, als pacients amb VHC i sotmesos a un trasplantament 

hepàtic que presenten un procés fibrogènic actiu.  

7. L’alteració observada del pic proteic de 5,9 kDa és específica del procés fibrogènic i no pas 

deguda a altres factors derivats de les característiques particulars dels pacients estudiats. 

8. Els estudis d’identificació van concloure que el pic proteic de 5,9 kDa corresponia al 

fragment C-terminal de la cadena α del fibrinogen. 

9. Els experiments in vitro en la línia cel·lular HepG2 suggereixen que l'activació de TGF-β, en 

les fases primerenques de la lesió hepàtica, podria ser una de les responsables en 

l'alteració dels nivells circulants del fragment C-terminal de la cadena α del fibrinogen en 

els pacients que presenten un procés fibrogènic actiu. 
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Globalment, l’avaluació de la fibrosi hepàtica és de gran importància tant pel diagnòstic com 

pel tractament dels pacients amb una malaltia hepàtica crònica. En aquest context, la seva 

detecció pot ser millorada a través de la cerca de nous marcadors més sensibles i específics 

que permetin identificar la malaltia en estadis més inicials. Així doncs, i segons els resultats 

obtinguts en aquesta tesi doctoral, es pot concloure que tant la combinació de models 

experimentals amb tècniques proteòmiques lliures de marcatge, com l’ús de mostres pacients 

amb VHC i sotmesos a un trasplantament hepàtic amb la tecnologia SLEDI-TOF MS, són bones 

estratègies per desvetllar biomarcadors no invasius de fibrosi hepàtica inicial. En concret, 

SIPA1L1 i el fragment peptídic C-terminal de la cadena α del fibrinogen semblen ser dos nous 

marcadors sèrics que permetrien millorar significativament el diagnòstic precoç d’aquesta 

malaltia. 
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