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1. Dades del centre

L’Institut d’Investigacio Sanitaria Pere Virgili (IISPV) és un institut d’investigacid
biomédica situat a la provincia de Tarragona, sent un centre de referencia tant a nivell
nacional com internacional. El seu objectiu és promoure, desenvolupar i difondre la
investigacio, el coneixement cientific i tecnologic, la docéncia i la formacié en I’ambit de

les ciéncies de la vida i de la salut.

El Grup d’Estudi de Malalties Metaboliques Associades a Insulina-Resisténcia
(GEMMAIR) ha permes la realitzacio d’aquest Treball Final de Grau. Forma part de
I’area de Nutricidé i Metabolisme dins ’IISPV. El seu principal objectiu €s I’estudi de la
fisiopatologia de I’obesitat, la sindrome metabolica i la hepatopatia greixosa associada.
Concretament, estudien amb detall la malaltia del fetge gras no alcoholic amb la finalitat
de trobar noves dianes terapéutiques mitjangant la investigacié de gens que podrien estar

implicats i la cerca de biomarcadors de la malaltia.

GEMMAIR ¢és un grup multidisciplinari format per professionals clinics de
I’Hopsital Joan XXIII (HJ23) de Tarragona i I’Hospital Sant Joan de Reus (HSJR), i
personal técnic experimental de la Universitat Rovira i Virgili (URV). En I’actualitat, el
grup esta dirigit per la Dra. Maria Teresa Auguet, cap del servei de Medicina Interna de

I’HJ23, investigadora de I’IISPV i professora de la URV.



2. Resum i paraules claus

La malaltia hepatica esteatosica associada a disfuncid6 metabolica (MASLD)
presenta una prevalenca elevada a escala mundial, afectant aproximadament el 30% de la
poblacié adulta, amb una proporcid considerable que progressa cap a esteatohepatitis
metabolica (MASH). El diagnostic actual es basa principalment en técniques invasives
com la biopsia hepatica, que presenta limitacions importants, incloent-hi riscos per al

pacient i baixa capacitat de generalitzacio.

Davant d’aquesta situacid, l'objectiu principal d'aquest estudi és identificar
biomarcadors protedmics que permetin diferenciar, de forma no invasiva, entre els estadis
histopatologics d'esteatosi simple (SS) 1 MASH. Per assolir aquest objectiu, s ha realitzat
una cerca sistematica que ha permes identificar tres estudis aptes per a la seva inclusio en
una meta-analisi protedmica, amb un total de 169 pacients procedents de cohorts

diferents, incrementant aixi la robustesa i generalitzacié dels resultats obtinguts.

L’analisi d’expressi6 diferencial resultant ha identificat sis proteines
diferencialment expressades (DEPs) significatives entre els grups de SS i MASH. Les
analisis funcionals posteriors revelen alteracions destacades en vies metaboliques
associades principalment al sistema del complement, aixi com al transport intracel-lular i

al metabolisme.

Finalment, mitjancant técniques d'aprenentatge automatic, s'ha desenvolupat un
model predictiu basat en 15 associacions protedmiques, que mostra un rendiment
prometedor per diferenciar de manera fiable i no invasiva entre SS i MASH. Tanmateix,
calen futures millores en la precisié d’aquest model abans de la seva implementacio

clinica definitiva.

Paraules clau: MASLD, biomarcadors proteomics, metaanalisi, aprenentatge automatic,

diagnostic no invasiu.



3. Introduccio

3.1. Malaltia hepatica esteatosica associada a disfuncié metabolica

3.1.1. Definicio de la malaltia

La malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD, de I’anglés, non-alcoholic fatty
liver disease) ha esdevingut la malaltia cronica de fetge més comu. Es caracteritza per la
presencia d’esteatosi (acumulacio de greix) en més del 5% dels hepatocits, juntament amb
factors de risc metabolic, com la diabetis mellitus tipus 2 (T2DM, de I’anglées, fype 2
diabetes mellitus), el sobrepés o 1’obesitat, la dislipémia (alteracio dels nivells de lipids
en sang), la hipertensid, i/o alguna altra desregulacié metabolica evident, excloent el

consum en excés d’alcohol o altres malalties croniques del fetge (1).

La NAFLD engloba un ampli rang de condicions, des de la més benigna,
I’esteatosi simple o SS (de I’anglés, simple steatosis); fins a 1’esteatohepatitis o NASH
(de I’angles, non-alcoholic steatohepatitis), que és la més severa dins de 1’espectre de
patologies (2). Des d’aquest estadi, la malaltia pot evolucionar cap a fibrosi i, en els casos
més severs, cap a cirrosi i hepatocarcinoma (HCC, de I’angles, hepatocellular carcinoma)

que, al seu torn, pot arribar a ocasionar la mort (3).

Al 2023, un consens multisocietat va proposar un nou terme per descriure la
malaltia. El motiu principal d’aquest va ser que 1’antic terme no englobava correctament
a tots els pacients i1 que els termes non-alcoholic i fatty resultaven estigmatitzants. El nou
terme proposat va ser malaltia hepatica esteatosica associada a disfuncio o MASLD (de
I’angles, metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease) (4,5). Aquesta nova
nomenclatura permet identificar més pacients amb risc de patir qualsevol dels diferents
estadis de la malaltia, incloent aquells que anteriorment eren exclosos per factors com el
consum d’alcohol o la preséncia d'altres malalties hepatiques (6). Aixi mateix, els
diagnostics previs de NAFLD es poden reclassificar com a MASLD per reflectir millor

els factors metabolics subjacents a la patologia (7).

3.1.2. Epidemiologia

En les darreres decades, la prevalenca de la MASLD ha augmentat a escala
mundial, 1 s’estima que afecta a, aproximadament, un 30% de la poblaci6 global (5). El
motiu d’aquest augment esta estretament lligat amb 1’estil de vida sedentari de la

poblacio, incloent els habits alimentaris pobres i I’activitat fisica reduida (8).



La malaltia és més freqilient en homes (67.9%) 1 acostuma a ser més comu des dels
18 fins als 75 anys (93.8%). En infants, varia entre un 5 i 10%. Cal destacar que la
MASLD té una major prevalenca entre persones amb obesitat (74.1%), on el 25.9% pateix

de T2DM (9).

Un estudi de Younossi et al. evidencia importants variacions regionals en la
prevalenca de la malaltia (10). La MASLD, com s'observa a la Figura 1, té una prevalenca
més alta a America del Nord i del Sud, aixi com a la regio d'Asia-Pacific, Australia i Nova
Zelanda, Orient Mitja i Europa, perd és menys comii a I'Africa. Aquest trastorn és freqiient
en paisos amb recursos, la qual cosa s'atribueix a l'amplia disponibilitat d'aliments

obesogenics i altament calorics, a preus molt assequibles (10).
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Figura 1. Prevalenca mundial de la MASLD. Adaptada de (10). Feta amb BioRender.

3.1.3. Historia natural

La MASLD inclou principalment dues fases: la SS i I’esteatohepatitis associada a
disfuncié metabolica o MASH (de 1’anglés, usant la nova terminologia, metabolic
dysfunction-associated steatohepatitis). La primera es caracteritza per ’acumulaci6 de
greix en més del 5% dels hepatocits, sense evidencia d’un dany hepatocel-lular, 1 es pot
considerar un estadi relativament benigne (1). Per contra, quan la malaltia no es tracta,
pot avangar cap a la fase de MASH, on la presencia d’esteatosi €s major 1 apareix
inflamaci6 amb dany hepatocel-lular considerable, presentant balonitzaci6 cel-lular (11)
1 podent exhibir fibrosi hepatica (12). Per una banda, la balonitzacid consisteix en la

inflamaci6 dels hepatocits i I’arrodoniment del seu citoplasma (13); mentre que la fibrosi



¢s I’acumulacio excessiva de teixit connectiu, generalment col-lagen, a la matriu
extracel-lular (ME) dels hepatocits (14). L’estadi de MASH ¢és considerat molt perillos
jaque en el 10-15% dels pacients (11) evolucionara cap a cirrosi i HCC. Estudis publicats
en els darrers anys suggereixen que la mortalitat de la MASLD augmenta

exponencialment a mida que 1’estadi de fibrosi avancga (10).

La Figura 2 mostra el desenvolupament de la MASLD i els diferents estadis que

pot presentar.
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Figura 2. Espectre de la MASLD. Adaptada de (15). Feta amb BioRender.

3.1.4. Fisiopatologia: teoria del “multiple hit”

El progrés de la malaltia cap a MASH ¢és un procés complex i encara no del tot
conegut. En els ultims anys, gracies a la investigacié6 amb models animals, s’ha suggerit
que aquest proceés esta format per dues etapes: la primera consisteix en I’acumulacio de
greix al fetge, que en Ultima instancia provoca resistencia a la insulina (RI); mentre que
la segona inclou canvis moleculars i cel-lulars que inclouen estrés oxidatiu (EO) i
I’oxidacio d’acids grassos (AGs) (2). Aixo és el que es coneix com la teoria del “multiple
hit”’. Aquesta és 1’evoluci6 d’una teoria anterior anomenada teoria del “second hit”. El
primer hit es considerava que era 1’aparicié de RI 1 d’SS degut a I’acumulacio d’AGs al
fetge; mentre que el segon era la preséncia de dany cel-lular, inflamacio, fibrosi i altres
alteracions patologiques degut a I’EO. La teoria del “multiple hif” explica més

detalladament el perquée de les conseqiiéncies de la teoria del “second hit” (16).

La Figura 3 mostra un resum d’aquest complex procés.



En primer lloc, I’acumulacié de lipids ve ocasionada per la sintesi en excés de
triglicérids (TGLs). En aquest escenari, la RI té un paper molt important, ja que, quan es
dona, els IRS-2 (de I’angles, insulin receptors substrate 2), que regulen la SREBP-1c (de
I’angles, sterol regulatory element-binding protein-1), es troben desactivats. Aixo
provoca una sobreexpressio de la SREBP-1c , que al seu torn promou la ruta de la
lipogenesi de novo (DNL, de 1’angles, de novo lipogenesis), responsable de la produccio
d’acids grassos lliures (FFAs, de I’anglés, free fatty acids). Aquesta ruta pot ser també
activada per I’excés de glucosa present en la dieta. Per altra banda, la RI també incrementa
la lipolisi del teixit adipos blanc, donant lloc a més FFAs. Aquests son el substrat per a la

sintesi de TGLs (16,17).

En segon lloc, I’EQ s’origina principalment per la produccio d’espécies reactives
d’oxigen (ROS, de I’angles, reactive oxygen species). Aquestes ROS es generen, sobretot,
de dues maneres: D’una banda, quan hi ha un excés de FFAs, aquests poden entrar als
mitocondris, on sén metabolitzats mitjancant la B-oxidacié per produir acetil-CoA.
Aquest acetil-CoA ¢és posteriorment utilitzat en el cicle de Krebs per generar energia.
Durant aquest procés metabolic, alguns electrons sén transferits a la cadena
transportadora d’electrons mitocondrial. Tanmateix, en condicions d’excés AGs, aquests
electrons poden reaccionar amb molecules d’oxigen, generant ROS. Aquestes ROS poden
oxidar els lipids cel-lulars, formant peroxids lipidics que activen una resposta
inflamatoria. D’altra banda, les ROS també poden ser generades per la lipolisi dels TGLs.

En aquest procés intervenen microsomes i peroxisomes (16).

En tercer lloc, ’estres del reticle endoplasmatic també és ocasionat per I’excés
de FFAs. Aquest estrés provoca que es sintetitzin proteines mal plegades, fet que
desencadena una resposta contra aquestes (UPR, de 1’angles, unfolded protein response)
(16). Els factors que indueixen aquesta resposta inclouen hiperglucemia, dany

mitocondrial, augment de colesterol i EO. L’UPR també¢ activa la SREBP-1c (17).

Per ultim, la lipotoxicitat ¢és el resultat de la generacio de lipids lipotoxics a partir
dels FFAs. Aquests agreugen les condicions dins els mitocondris, ’EO i la inflamacio.
Aquesta inflamacié indueix a les cel-lules de Kupffer a secretar citocines
proinflamatories, per una banda; i a les cel-lules estelades hepatiques a produir fibrosi

hepatica, per 1’altra. Aquestes ultimes son la principal causa de la progressi6 de MASH

(16).
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Figura 3. Esquema de la fisiopatologia de la MASLD. Adaptada de (15). Feta amb BioRender. ChAREBP: carbohydrate
response element-binding protein, SREBP-1c: sterol regulatory element-binding protein-1c, ACC: acetyl-CoA
carboxylase, FAS: fatty acid synthase, DNL: de novo lipogenesis, FFAs: free fatty acids, TCA: tricarboxylic acid cycle,
ETC: electron transport chain, PPAR: proliferator-activated receptor.

3.1.5. Etiologia i factors de risc

La MASLD és una malaltia multifactorial ja que el seu desenvolupament 1
progressio son causats per la combinacio de factors genétics, ambientals 1 estil de vida
(18). Les persones que pateixen la malaltia acostumen a presentar caracteristiques de la
sindrome metabolica (SM), com son 1’obesitat, la T2DM, la RI o la dislipémia (19), les
quals son considerades importants factors de risc. A més, estudis han demostrat
I’increment de la prevalenca de malalties cardiovasculars en pacients que pateixen la

MASLD (2).

Estudis genomics han identificat polimorfismes de nucleotid unic en alguns gens
dins de diferents cohorts amb MASLD. Per una banda, el gen PNPLA3 codifica per la
proteina adiponectina, la qual participa en la hidrolisi de TGLs. Quan presenta el
polimorfisme rs738409 C>G, el procés d’hidrolisi s’inhibeix provocant 1’acumulacio
lipidica hepatica promovent la MASLD (10,20). Per altra banda, el polimorfisme
rs58542926 C>T del gen TM6SF2 esta associat a estadis avangats de fibrosi i cirrosi (10).
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Els factors ambientals tenen un paper clau en el desenvolupament de la malaltia,
especialment els habits alimentaris, 1’activitat fisica i1 els factors socioeconomics. La
majoria de pacients tendeixen a consumir aliments poc nutritius i calorics, , i a portar una
vida sedentaria (10), fet que contribueix a 1’aparicio de RI, component clau de la SM (21),
1 alteracions en la microbiota intestinal (disbiosi intestinal). Aquesta ultima pot augmentar
la permeabilitat intestinal, facilitant la translocacid sistémica de bacteris i la inflamacié
intestinal 1 hepatica (22). A més, factors com la cultura, I’educacio i els ingressos també

estan fortament associats al risc de patir MASLD (10).

Altres factors determinants inclouen els epigenétics, que poden provocar la
metilacié de gens associats a la fibrosi, induint aixi aquest procés (10); i I’exposicid a
contaminants 1 microplastics, que afavoreixen I’augment de TGLs en sang i ’acumulacié

de greix al fetge (23,24).

3.1.6. Diagnostic

Amb la nova terminologia, el diagnostic de MASLD, tal com es mostra en la
Figura 4, recau principalment en la deteccid d’esteatosi juntament amb almenys 1 dels 5
criteris cardiometabolics: inicis de desregulaci6 dels nivells de glucosa, T2DM,
sobrepes/obesitat, hipertensio o dislipémia (7). Tanmateix, distingir amb precisié en quin
estadi de la malaltia es troba un pacient €s clau per tal de poder tractar-lo correcta 1
eficagment. De moment, la biopsia de fetge és la tecnica que ho permet fer amb major
exactitud. Per contra, té limitacions inherents pel fet de ser una teécnica invasiva que
comporta riscos per a la salut del pacient (3,25). Es per aixd que també s’utilitzen altres
tecniques no invasives, no tan sensibles, com son ’estudi d’imatges abdominals o

’analisi de biomarcadors en sérum (3).

Esteatosi en >5% dels |
hepadcits ’ A

!
Q > -l- Y >  MASLD
t

Criteris cardiometabolics:

= Inicis de desregulacio dels nivells de glucosa

« Diabetes meliitus tipus Il

« Sobrepés (IMC > 25 kg/m?) o obesitat (IMC > 30 kg/m?)
« Hipertensio

« Dislipémia

Figura 4. Criteri per diagnosticar la MASLD.
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El diagnostic a través d’una ecografia abdominal ¢és una técnica no invasiva,
econodmica, lliure de radiacio i ampliament disponible. Per contra, tinicament pot detectar
la preséncia d’esteatosi hepatica quan aquesta supera un 30%. Es per aixd que només
permet diagnosticar MASLD, ¢€s a dir, no permet distingir si el pacient es troba en I’estadi
de SS o MASH. Com ja s’ha comentat anteriorment, aquesta distincié és determinant ja
que pot portar a complicacions més severes com estadis avangats de fibrosis o, fins i tot,

HCC (3,26).

Existeixen altres técniques, com la ressonancia magnética per imatge o per
espectroscopia, que son molt més sensibles i especifiques en relacid a la quantificacié de
I’esteatosi, perd que es veuen limitades per la seva disponibilitat i cost (3). D’altres, com
la elastografia (FibroScan), poden mesurar la rigidesa del fetge 1 detectar estadis de fibrosi
(26). Aquesta ultima té limitacions en pacients amb un index de massa corporal (IMC)
superior a 35 kg/m? o que pateixen de T2DM (25). Tanmateix, aquestes técniques

continuen sense ser capaces de distingir entre SS i MASH (3).

Taula 1. Comparaci6 de les diferents técniques de diagnosi de la MASLD.

Técnica Deteccio Distincio Desavantatges

Ecografia Imatge Grau SS Pacients amb >30% esteatosi

hepatica i només detecta SS

Elastografia Rigidesa del fetge Preséncia de fibrosi Només detecta fibrosi
Ressonancia Imatge Grau SS Costosa i només detecta SS
magnética
Biopsia Histologia Qualsevol estadi de la Invasiva, riscs
malaltia

El diagnostic a través d’una biopsia de fetge és considerat I’estandard d’or ja que,
de moment, €s I’inica técnica que permet distingir clarament els estadis de SS 1 MASH,
a més a més de detectar la presencia de fibrosi. Malauradament, és una técnica amb
limitacions, ja que és molt invasiva, amb risc de complicacions que poden, fins i tot,
comportar mortalitat. Adicionalment, el diagnostic a partir d’una biopsia esta estretament
relacionat amb 1’experiéncia i coneixement de I’hepatoleg, 1 la técnica esta subjecta a la
variabilitat en I’obtencid de la mostra, ja que aquesta no representa la malaltia de manera

global perque la inflamacio i fibrosi poden no estar distribuides uniformement (2,26).
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El NAS (de I’anglés, NAFLD Activity Score) és un sistema de puntuacid
ampliament utilitzat pel pronostic de la MASLD a partir d’una bidopsia mitjangant
I’avaluacié d’un seguit de criteris: esteatosi (0-3), inflamacié lobular (0-3) i balonitzaci6
hepatocel-lular (0-2). La suma de les puntuacions obtingudes segons cada criteri dona
coma resultat el diagnostic, que pot ser: SS o sense diagnostic de MASH (0-2), en el
llindar SS-MASH (3,4) o MASH (5-8) (2). Una modificaci6 d’aquest sistema és el que
utilitza Kleiner, que afegeix un nou criteri en relaci6 a la fibrosi (0-4), mostrat en la Taula
2 (27). Existeixen altres sistemes tamb¢ basats en el NAS com el de Bedossa (28), Brunt

(27) o la puntuacié conjunta d’esteatosi, activitat i fibrosi (SAF) (29).

Taula 2. Puntuacions Kleiner pel diagnostic de MASLD a partir d'una biopsia. Adaptada de (27).

Criteri Grau del criteri observat Puntuacié
<5% 0
Esteatosi 5-33% 1
>33-66% 2
>66% 3
Nul-la 0
Inflamacié lobular <2 zones 1
2-4 zones 2
>4 zones 3
Nul-la 0
Balonitzacié Alguns hepatocits arrodonits 1
hepatocel-lular Molts hepatocits amb balonitzacié 2

prominent

Nul-la 0
Fibrosi pericel-lular o periportal 1
Fibrosi Fibrosi pericel-lular i periportal 2
Ponts de fibrosi 3
Cirrosi 4

L’analisi de biomarcadors en sang ¢és una de les técniques que esta guanyant més
rellevancia recentment, gracies a la seva capacitat per detectar els diferents estadis de la
MASLD, inclos el grau de fibrosi (30). Es una técnica no invasiva que facilita el procés
d’analisi, 1 permet donar una visi6 global de la condici6 del pacient, a diferéncia de la
biopsia, que Unicament dona una visidé reduida d’una fraccio del fetge (25). Per contra,

cal destacar que pot no sempre fer un diagnostic precis. Tanmateix, és una técnica en
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constant desenvolupament i s’espera que algun dia pugui arribar a substituir les biopsies

31).

De la mateixa manera que en les biopsies, existeixen sistemes de puntuacid basats
en biomarcadors per tal de determinar en quin estadi de la malaltia es troba un pacient.
La Taula 3 mostra un resum dels diferents biomarcadors que permeten distingir els

diferents estadis de la MASLD.

Taula 3 Puntuacions pel diagnostic dels diferents estadis de MASLD a partir de biomarcadors. Adaptada de (30).

Puntuacio Biomarcadors Altres variables
Deteccio de MASLD
FLI (de I’angles, Fatty GGT, TGL IMC, circumfereéncia de

Liver Index) cintura (cm)

Edat, IMC

MASLD Screening score ALT/AST ratio, TGL, glucosa
Deteccio de SS

ALT/AST ratio

HSI (de I’anglés, Hepatic Sexe, T2DM, IMC

Steatosis Index)

SteatoTest apha-2 macroglobulin, Edat, IMC, sexe
apolipoprotein A1,
haptoglobina, bilirubina,
GGT, ALT, TGL, colesterol

Deteccio de MASH

IL-6

IL-6

VCAM-1

VCAM-1

Citoqueratina 18

Citoqueratina 18

Deteccio de fibrosi

ELF (de I’anglés,

Enhanced Liver Fibrosis)

TIMP1, HA, péptid aminoterminal del
procol-lagen III

APRI

APRI

FIB-4 (de I’anglés,
fibrosis-4)

ALT, AST, nombre de plaquetes

Edat

BARD score (de I’anglés,

AST, ALT

IMC, diabetis

ALT/AST ratio, presence of
diabetes and BMI)

GGT: gamma-glutamyl transpeptidase, ALT: alanine aminotransferase, AST: aspartate transaminase, 1L-
6: interleucina-6, VCAM-1: vascular cell adhesion protein 1, TIMPI: tissue inhibitor of matrix

metalloproteinase 1, HA: hyaluronic acid, APRI: AST to platelet ratio index, BMI: IMC

Aquests biomarcadors s’acostumen a utilitzar com a diagndstic preco¢ de la

malaltia i com a complement de la biopsia. Tot i ser una técnica emergent, encara no s’ha
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trobat un panell de biomarcadors el suficientment precis que sigui capag de distingir amb

exactitud els diferents estadis de la MASLD (31).

3.1.7. Tractament

El tractament de la MASLD, juntament amb les malalties derivades d’aquesta i
els factors de risc relacionats amb la SM, molt sovint consisteix en intervenir en diferents
aspectes de la vida del pacient, com per exemple modificant I’estil de vida o subministrant
medicacio (2,3). El més coml acostuma a ser modificacions en la dieta i en 1’exercici
fisic. Estudis mostren que la dieta mediterrania, baixa en hidrats de carboni i rica en
greixos monosaturats, omega-3, fibra i proteina, redueix el greix al fetge 1 ajuda a tractar
la MASLD. La font de proteina és clau, ja que la carn vermella pot incrementar el risc de
malalties cardiovasculars. Altres elements com la vitamina E i1 la cafeina també
contribueixen al tractament, actuant com a antioxidants 1 disminuint la inflamacid
hepatica. A més, la cafeina redueix el risc de fibrosi (2,3).Per altra banda, fer exercici
fisic, especialment aerdbic, provoca un augment en el consum de glucosa que permet
reduir la RI 1 evitar I’acumulacio de greix al fetge, oferint aixi una proteccié contra la

MASLD (3).

Conjuntament amb la dieta i exercici fisic, nombrosos estudis estan investigant
amb diferents farmacs. Aquests acostumen a ser antioxidants, sensibilitzadors d’insulina
1 hipolipemiants (agents reductors de greix). Es classifiquen en funcié de la seva diana
terapeutica (3,32). La Taula 4 mostra un resum dels farmacs més comuns avaluats en la

fase III de diferents assajos clinics.

Taula 4. Farmacs pel tractament de la MASLD. Adaptada de (3,32).

Farmac Diana terapéutica Efecte
Metabolisme lipidic
Olitpraz Inhibidor de LXR-a Reducci6 de la sintesi d’AGs perd augment de
I’oxidaci6 de lipids en pacients amb MASLD.
Resmetirom Agonista selectiu del Increment del metabolisme lipidic hepatic i
receptor THR-f3 reduccio de la lipotoxicitat en pacients amb
MASH.

Metabolisme de la glucosa

Pioglitazone Agonista de PPARy Sensibilitzador d’insulina que permet tractar la

T2DM.

Metabolisme d’acids biliars
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Acid obeticol-lic Agonista de FXR Reduccid del greix del fetge i la fibrosi en
pacients amb MASH.

Estrés oxidatiu, inflamacio i fibrosi

N-acetilcisteina Equilibri oxidant- Protector del fetge.
antioxidant
Vitamina E Estrés oxidatiu Protecci6 contra el dany oxidatiu causat pels

radicals lliures i la toxicitat mitocondrial.

LXR-a: liver X receptor- a, PPARY: proliferator-activated receptor y, THR-B: thyroid hormone receptor-p,

FXR: farnesoid X nuclear receptor

Tots els farmacs anteriors encara estan sota estudi, en les darreres fases d’assajos
clinics (32). Tanmateix, recentment, al mar¢ de 2024, la FDA (de I’angles, Food and Drug

Administration) va aprovar 1’as del Resmetirom als Estats Units (33,34).

Quan les estrategies anteriors no funcionen i el pacient presenta un IMC elevat i
es troba en estadis avangats de la malaltia, pot ser necessaria la cirurgia bariatrica. Aquesta
és capa¢ de reduir drasticament el greix del fetge, fet que ajuda a revertir el
desenvolupament de la MASLD (35). Principalment existeixen dos tipus de cirurgia: la
restrictiva, que disminueix la capacitat gastrica; i la malabsortiva, que redueix 1’absorcio
intestinal (35). El bypass gastric €s la técnica més comuna que combina la restrictiva amb

la malabsortiva (3,35).

En les fases més severes de la malaltia, on hi ha preséncia de cirrosi i, fins i tot,
HCC, i els tractaments anteriors no han sigut efectius, €s necessari fer un transplantament

de fetge ja que els pacients tenen un gran risc de morir degut a la disfuncié hepatica (36).

3.2.  Metaanalisi proteomica

3.2.1. Ciéncies omiques

El terme "Omica" descriu la caracteritzaci6 i quantificacid col-lectives de grans
conjunts de dades que inclouen el genoma, el transcriptoma, el proteoma, el microbioma

1 l'epigenoma que influeixen en l'estructura, la funcio i la dinamica d'un procés biologic.

3.2.2. L’interes en I’estudi de les proteines

Les proteines son macromolécules implicades en funcions biologiques importants,
com la replicaci6 de la informaci6 genomica, la regulaci6 de la transcripcid, la

senyalitzacio, l'estructura, la catalisi de reaccions 1 el transport de molecules. Sovint,
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moltes proteines es troben desregulades i expressades diferencialment, fet que les
converteix en possibles dianes de farmacs o biomarcadors clinics (37). A més, s’estima
que existeixen al voltant de 300.000 proteines al cos huma, considerant les modificacions
post-traduccionals (PTMs, de I’anglés, post-translational modifications) 1
I’empalmament, mentre que el genoma huma només conté 20.000 gens codificants. Aixo

fa que ’estudi de les proteines sigui un camp molt complex (37,38).

La protedomica ¢€s 1’estudi a gran escala de les proteines i en els darrers anys ha
contribuit significativament a 1’ampliacié del coneixement que es tenia sobre malalties
complexes i multifactorials com I’Alzheimer o el Parkinson. També ha permes la
identificaci6 de biomarcadors utilitzables com a empremtes moleculars en el diagnosi de

diferents tipus de cancer, entre d’altres (38).

Una gran quantitat de proteines regulen processos cel-lulars que son clau per al
correcte funcionament de la cel-lula. A més, el farget principal de molts farmacs
acostumen a ser proteines. Es per aixd que la proteomica és essencial per entendre
mecanismes cel-lulars i moleculars, i per poder diagnosticar i tractar malalties eficagment

(38).

3.2.3. Que és la proteomica?

La protedomica és la ciéncia Omica que estudia el proteoma, és a dir, el conjunt
de proteines expressades en un organisme o sistema biologic. Aquesta disciplina permet
analitzar amb detall les funcions, estructures 1 interaccions de les proteines, aixi com els
seus canvis sota diferents condicions fisiologiques, com ara els diversos estadis d’una

malaltia (38).

Dins de la proteomica, la proteomica d’expressio se centra en 1’analisi dels
canvis qualitatius i1 quantitatius en els nivells de proteines produides en un sistema
biologic. Encara que técnicament les proteines son sintetitzades (traduides) a partir de
I’ARN missatger, el terme 'expressio proteica' s'utilitza habitualment per referir-se a la
quantitat de proteina present en un moment determinat (39). Aquesta branca és
especialment util per identificar diferéncies proteiques en situacions concretes, com el

desenvolupament de patologies o la resposta a tractaments (40).

Una de les grans fortaleses de la protedomica, gracies a la seva naturalesa d’analisi
a gran escala, és que constitueix una teécnica clau per a la identificacié de
biomarcadors. Aquesta capacitat d’analitzar simultaniament un gran nombre de
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proteines la converteix en una eina imprescindible per avancar en el diagnostic precog, la

monitoritzacio i el desenvolupament de terapies personalitzades (41,42).

3.2.3.1. Espectrometria de masses

L’espectrometria de masses (EM) és I’eina més popular a I’hora d’identificar,
caracteritzar i quantificar proteines i les seves PTMs amb un alt rendiment 1 a gran escala.

La Figura 5 mostra un esquema del flux de treball de la protedmica usant I’EM.
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Figura 5. Flux de treball de la proteomica.

3.2.3.1.1. Preparacio de la mostra
La separacio previa de proteines €s essencial per a l'analisi proteomica, ja que
permet detectar proteines de baixa abundancia 1 diferenciar aquelles que no es poden
identificar només amb espectrometria de masses (EM). Tradicionalment, aquesta
separacio es feia amb teécniques basades en gel com el 2D PAGE (de I’angles, two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis), perdo son lentes 1 laborioses. La
cromatografia liquida (CL) ¢és preferida per la seva major eficiéncia i velocitat, 1 perque

es pot acoblar directament a 'EM (CL-MS/MS) (43).

En general, existeixen 2 aproximacions a I’hora de preparar la mostra 1 analitzar-
la: la protedmica bottom-up o shotgun, que digereix les proteines en péptids abans de
I’analisi (44), 1 la top-down, que permet analitzar les proteines intactes ja que no les
digereix (45). La primera és la més usada ja que els peptids son més facils de separar i
analitzar que les proteines (44), perd pot no distingit facilment les proteines formades per

peptids comuns(46). La segona teécnica permet detectar formes actives de proteines,
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incloent PTMs, pero té moltes més dificultats técniques (45). La Taula 5 mostra una

comparacié més detallada d’ambdues técniques.

Taula 5 Comparaci6 protedmica bottom-up 1 top-down. Adaptada de (44—46).

Bottom-up Top-down
Qué s’analitza? Péptids Proteines intactes
Preparacio Proteolisi Cap (dificil mantenir proteines intactes
mostra en I’extraccid)
Rendiment i Permet 1’analisi de diferents Menys rendiment, es necessiten
escalabilitat mostres amb mescles complexes mostres petites i mescles poc complexes
Especificitat Pot trobar péptids comuns en PTMs i estructura sencera
diferents proteines
Instrumentacié Espectrometres economics i Espectrometres d’alta resolucio, cars i
icost ampliament disponibles menys comuns

3.2.3.1.2. Adquisicio de dades

Quan les mostres ja estan preparades, cal seleccionar una estratégia d’adquisicio
de dades. Quan la mostra s’analitza a través d’un espectrometre, el primer que es fa és
ionitzar les mostres, donant lloc a ions precursors. Un escaneig de precursors (EM1)
permet detectar-los i seleccionar-los. Els seleccionats es fragmenten mitjancant col-lisio
1 els fragments resultants s’analitzen (EM2). Els espectres obtinguts es comparen amb

bases de dades per identificar peéptids 1 proteines (47).

Existeixen 2 estratégies: I’adquisicio dependent de dades (DDA, de ’angles, data
dependent acquisition), que fragmenta els ions més abundants, i 1’adquisici6 independent
(DIA, de l’anglés, data independent acquisition), que fragmenta tots els ions,
independentment de la seva abundancia. Es important destacar que en la DIA, I’espectre
d’EMI1 es fracciona en finestres i es duu a terme I’EM2 per cadascuna d’elles (47). La

Figura 6 mostra una comparacid visual entre aquestes dues estratégies.
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Figura 6. Comparacié DDA vs DIA. Font: (4§). MS1: EM1, MS2: EM2.
3.2.3.1.3. Quantificacio
Un dels principals atractius de I’EM ¢és la possibilitat de poder quantificar les
proteines tant si son molt abundants com si presenten nivells molt baixos d’expressid. La

quantificacio es pot dur a terme mitjangant 2 técniques (43):

Per una banda, la quantificacié lliure d’etiquetes (LFQ, de 1’angles, label-free
quantification). No utilitza cap marcador isotopic o quimic per quantificar les proteines.
La quantificacio es pot basar en el recompte d'espectres de fragmentacié (EM2) o en la
mesura de la intensitat dels pics obtinguts després de ’EM1. Aquesta Gltima opcid és la

més utilitzada.(49). La Taula 6 mostra una comparativa entre ambdues aproximacions.

Taula 6. Comparacio de les 2 aproximacions de LFQ. Adaptada de (49).

Recompte d’espectres Mesura d’intensitat

Precisio Baixa, sobretot per proteines de Precis i alta sensibilitat

baixa abundancia

Complexitat Facil implementacio Analisi complex
Aplicabilitat Proteines d’alta abundancia i Proteines de baixa abundancia i analisis
analisis qualitatius quantitatius precisos

Per I’altra, els métodes basats en etiqueta. La quantificaci6 té lloc gracies a I'is
d’isOtops o etiquetes isobariques. Aquest marcatge es pot fer a I’inici de la preparacio6 de
la mostra, de manera que es marquen les proteines; o bé després de la proteolisi,
aconseguint etiquetar els péptids. En tots dos casos, aquesta técnica permet la
multiplexacié de varies mostres dins d’un mateix experiment (43). Un exemple és la

tecnica iITRAQ (de I’angles, isobaric tags for relative and absolute quantification), que
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permet la multiplexacioé de mostres mitjancant etiquetes isobariques, amb la quantificacid
basada en I’alliberacid d’ ions reporter (50,51). Existeixen altres técniques que usen
etiquetes com TMT (de I’anglés, tandem mass tags), 1 altres que usen isotops com SILAC
(de I’anglés, stable-isotope labeling with amino acids in cell culture) (43). La Figura 7

mostra un esquema del funcionament dels ions reporter d’iTRAQ.
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Figura 7. Esquema iTRAQ. Adaptada de (50).

3.2.4. Metaanalisis proteomiques per al diagnosi de MASLD

Una metaanalisi és essencialment una "analisi d'analisis"; és a dir, utilitzar
meétodes estadistics per combinar els resultats de multiples estudis sobre un mateix tema.
Aquesta combinacié permet a una metaanalisi proporcionar un resum objectiu i
quantitatiu resultats de multiples estudis individuals, millorant el poder i la precisio
estadistics (52). A més, mentre que els estudis individuals realitzats pel mateix grup de
recerca poden estar influenciats per biaixos especifics del laboratori, les metaanalisis
poden proporcionar un nivell d'evidéncia més robust 1 fiable (53). De fet, una metaanalisi
es considera una evidencia altament fiable, situant-se a la part superior de la jerarquia

d'evidéncies en investigacid medica (52,53).

Tot 1 que en els darrers anys s'han realitzat diverses metaanalisis centrades en
I’estudi del transcriptoma hepatic per caracteritzar la progressid6 de la MASLD,
actualment no s’ha identificat cap metaanalisi prévia centrada especificament en la
patologia de la MASH des d’una perspectiva proteomica. Aquest tipus d'analisi té
I'avantatge de permetre la identificaci6 de biomarcadors generalitzables en diferents
poblacions, fet que en reforca la validesa 1 en facilita l'aplicaciéo en multiples contextos

clinics (52).
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3.3. Aprenentatge automatic per a la cerca de biomarcadors

L’analisi de grans conjunts de dades Omiques presenta dificultats per als métodes
tradicionals, ja que la seva alta dimensionalitat i complexitat fan que siguin poc practics
1 dificils de visualitzar. En aquest context, els métodes d’aprenentatge automatic (ML, de
I’angles, machine learning) esdevenen una eina clau, capagos de gestionar grans volums
de dades amb relacions no lineals i diverses distribucions. Aquests algoritmes permeten
identificar patrons, predir resultats i classificar grups a partir de dades com els perfils
protedmics, contribuint a una millor comprensi6é biologica i possibilitant tractaments

medics personalitzats basats en el perfil biomolecular especific de cada pacient (54).

4. Hipotesi i objectius

El descobriment de biomarcadors per a la MASLD ¢és cada cop més rellevant,
donat I’increment continu de la prevalenga d’aquesta malaltia i les limitacions associades
a la biopsia hepatica, una técnica invasiva, costosa i amb riscos potencials per al pacient.
En aquest context, la identificacié de biomarcadors precisos i no invasius pot facilitar un
diagnostic més accessible 1 fiable, especialment pel que fa a la diferenciacié entre SS i
MASH,una distincié fonamental per establir un prondstic i una estratégia terapéutica

adequada.

La hipotesi central d’aquest treball planteja que una metaanalisi de dades
proteomiques pot permetre la identificacid de biomarcadors periferics especifics capagos

de discriminar amb precisi6 entre els estadis d’SS i MASH.

L'objectiu principal és identificar un perfil de biomarcadors periferics que

diferencii de manera fiable entre els estadis histopatologics d’SS i MASH.
Els objectius especifics que es deriven son:

- Realitzar una metaanalisi de dades proteomiques per identificar biomarcadors
diferencials associats a cada estadi de SS i MASH.

- Desenvolupar un model predictiu basat en nivells proteics circulants
mitjancant tecniques de ML, amb [’objectiu amb I’objectiu d’identificar

pacients amb MASH de forma no invasiva i amb alta fiabilitat.
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5. Metodologia

5.1.  Cerca bibliografica i seleccié d’estudis

Durant practicament un mes (3 de juny de 2024 — 28 de juny de 2024), es va dur
a terme la cerca bibliografica i I’obtenci6 de les dades necessaries per poder realitzar la
metaanalisi. La base de dades principalment utilitzada va ser PubMed. El flux de treball
va consistir en buscar tots els articles que parlessin de la MASLD per posteriorment
filtrar-los 1 obtenir-ne aquells que complien els criteris d’inclusié explicats a continuacio.
Després de revisar cada article i seguir el procediment que mostra la Figura 8, es va

escollir un total de 3 estudis segons els criteris d’inclusi6 seglients:

- Els diferents estadis de la malaltia han d’estar diagnosticats a través d’una
biopsia.

- La proteomica ha d’estar feta en plasma o sérum.

- La cohort d’estudis ha de ser una poblacié adulta amb obesitat.

- La protedmica ha de ser no dirigida (és a dir, no enfocada a cap grup de

proteines en particular).
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Figura 8. Diagrama PRISMA de la cerca bibliografica i seleccié d'estudis.
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5.2.  Seleccio de pacients

Després de seleccionar els articles i donat que alguns incloien pacients amb estadis
histopatologics no relacionats amb els nostres objectius (per exemple, pacients amb

cirrosi), es va revisar quins pacients triar per a la metaanalisi.

El primer estudi (55) incloia 19 pacients, classificats com a control i NASH. Tot i
ser anomenats com a controls en 1’estudi inicial, els pacients d’aquest no tenien el fetge
sa (sind que es correspondrien amb MASLD sense MASH, ¢s a dir, SS). Tots van ser

seleccionats per a la metaanalisi.

El segon estudi (25) utilitzava dues cohorts de pacients procedents de 2 estudis
diferents. Un d’ells disposava de pacients control, és a dir, sense MALSD diagnosticada,
1 cirrotics, mentre que ’altre de pacients amb MASLD (SS i NASH). Aquest estudi (56),
fet sobre 20 pacients, va ser el seleccionat. En I’article no quedava clar com havien fet la
classificacio dels pacients, aixi que es va contactar amb els autors per tal d’obtenir el NAS
score de les bidpsies hepatiques i poder fer la classificacié adequada per a la metaanalisi.
Es van acabar seleccionant 19 pacients, ja que un no presentava NAS score en les dades

proporcionades pels autors.

El darrer estudi (57) disposava de pacients control, SS i MASH. Tanmateix,
seguint el criteri anterior, Unicament es van seleccionar els pacients amb SS 1 MASH,

aportant un total de 131 pacients. Entre tots els estudis, es van seleccionar 169 pacients.

5.2.1. Metadades

Les metadades, com 1'edat, el sexe 1 I'IMC, sén elements clau en les metaanalisis,
ja que permeten detectar i controlar com aquests factors influeixen en els nivells de certes
proteines circulants. Per exemple, estudis han demostrat que l'adipositat esta associada
amb una varietat de biomarcadors proteics, 1 que aquestes associacions poden variar
segons el sexe (58). A més, s'han identificat diferéncies significatives en biomarcadors
circulants entre homes 1 dones, reflectint vies biologiques distintes implicades en
malalties cardiovasculars (59). Per tant, la inclusio d'aquestes metadades en les analisis
augmenta la precisio dels resultats 1 facilita la seva aplicacio en diferents contextos
clinics. Es van seleccionar ’IMC 1 la preséncia de T2DM com a covariables de la

metaanalisi, ja que eren les Gniques metadades comunes en tots 3 estudis.
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5.3.  Preprocessat de les dades en cru i analisi exploratoria

Havent seleccionat els estudis i pacients, va ser necessari preprocessar les dades
per tal de permetre la comparabilitat de les dades en 1’analisi estadistica. Es van seguir
els passos documentats en MSstats, un paquet de R especialitzat en proteomica (60). El

preprocessat es va fer creant un script en R que seguia els passos seglients:

- Eliminacié de totes aquelles proteines on el percentatge de valors no
disponibles (NA, de I’angles, not available) fos superior al 80%.

- Transformacio de les dades mitjancant logaritme. Es va utilitzar log(dada+1)
per evitar valors negatius i I’error que donaria el calcul de log(0).

- Normalitzaci6 mitjangant equalitzacié de medianes, segons la Equacio 1.

Medianagopar

Daday, = Dada,, X Mediana,

Equacié 1. Normalitzacio.

- Imputaci6 de les dades no disponibles (proteines amb un percentatge de dades
NA <80%) mitjancant 1’algoritme d’intel-ligéncia artificial kNN (de I’angles,
k-nearest neighbours). Breument, busca els “k” punts més propers al NA en el
conjunt de dades 1 fa una estimaci6 basada en els valors dels altres punts (61).

Es va utilitzar el metode inclos en la llibreria VIM, versi6 6.2.2 (62).

Per cada estudi, es va fer una analisi exploratoria de les dades. Es va inspeccionar
la distribucio de les dades a cada pas del preprocessat per monitoritzar I’efecte que tenien

les diferents transformacions. Es va utilitzar la llibreria ggplot2, versio 3.5.1 (63).

5.4. Analisi de ’expressio diferencial de les proteines

L’analisi d’expressio diferencial individual de cada estudi es va fer mitjangant la
llibreria /imma, versid 3.60.3 (64). Es va usar la técnica empirical bayes, implementada
com una funci6 dins de limma, que ajusta 1’error estandard dels coeficients estimats per
tal de millorar les variancies estimades de les proteines individuals. S’utilitza quan el
nombre de mostres per cada condicio €s petit per tal de poder fer tests estadistics més

fiables i potents (65).

El resultat d’aquest pas ¢és la taula de proteines diferencialment expressades o
DEPs (de I’angles, differentially expressed proteins), incloent el fold change, p-valor 1

intervals de confianca.
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5.5. Metaanalisi per comparativa

Es important destacar que la metaanalisi només es pot dur a terme amb aquelles
proteines que siguin comunes en els 3 estudis. Un cop trobades, es va fer servir la funcio
rem_mv (66) de la llibreria MetaVolcanoR, versio 1.14.0 (67), per a realitzar la metaanalisi
combinant els valors de fold change dels diferents estudis tenint en compte els intervals

de confianga i utilitzant un model d’efectes aleatoris.
5.6.  Analisi d’enriquiment funcional

5.6.1. Reactome pathway enrichment

Amb el resultat obtingut de la metaanalisi es va dur a terme una analisi
d’enriquiment de conjunt de gens o GSEA (de I’anglés, Gene Set Enrichment Analysis).
Per a poder-la fer, primer es van mapejar els identificadors KEGG (de 1’angles, Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) dels gens que codifiquen per les proteines
detectades mitjancant la llibreria d’R clusterProfiler, versio 4.8.2 (68), la qual usava la
llibreria org. Hs.eg.db, versid 3.17.0 (69) per connectar-se a bases de dades d’anotacio del
genoma huma. Tot seguit, es van ordenar les d’acord al seu valor de log2FoldChange i es
va realitzar 1’ analisi d’enriquiment de gens de vies biologiques a partir de la informacio
de la base de dades Reactome. Aquesta analisi es va dur a terme amb la llibreria d’R

ReactomePA, versio 1.44.0 (70), mitjangant la funcio gsePathway (71).

5.6.2. GO Terms enrichment

Es va fer una altra analisi d’enriquiment funcional per identificar els termes de la
Gene Ontology (GO), com son processos biologics, funcions moleculars i components
cel-lulars, sobre-representats dins de les DEPs més significatives (p-valor <0.1). Aquesta
¢és un tipus d’analisi de sobre-representacio o ORA (over-representation analysis). Per
dur-la a terme, aquestes DEPs es van importar al programa Cytoscape, versi6 3.10.2 (72),

1 es van analitzar a través del plug-in ClueGO, versi6 2.5.10 (73).

5.7.  Xarxa d’interaccions proteina-proteina

Es van seleccionar les DEPs més significatives (p-valor <0.1) i es van importar a
Cytoscape. A través del plug-in StringApp, versié 2.1.1 (74), es van analitzar les

interaccions entre les proteines codificades per aquests.
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5.8. Aprenentatge automatic

Un dels objectius principals €s descobrir una empremta de proteines circulants
capag de distingir pacients amb MASH dels que no en tenen. Per aconseguir-ho, es va
usar la llibreria scikit-learn, versio 1.5.1 (75), de Python. La Figura 9 mostra el flux de
treball per arribar a aconseguir el model definitiu d’IA. També mostra una representacio
d’un procés anomenat validaci6 creuada de tres subconjunts (3FCV, de 1’angles, 3-fold

cross-validation), posteriorment explicat.

DS2 + DS3
e
s R
m m DS1 Entrenament (80%) [Test (20%)
1. Definici¢ dels ntrenamentfEntrenament| Validacio
conjunts (1/3) (173) (1/3)
d'entrenament i 3 Fold
test Conjunt Conjunt de Enlr(e‘ll};;nen Va(l!]c’i,g;:lo Entr(eqn‘;r;-lent Cross
d'entrenament| test Vialidati
100 % Validacio [EntrenamentEntrenament|
(1/3) (1/3) (1/3)
2. Enginyeria de . Generac_ié
teristi d'associacions
CRIACISIISLIG YR proteina-proteina
446
associacions
3. Seleccié inicial 4
de RFE amb
3FCV
caracteristiques
25
associacions
v
4. Test
d'algoritmes de
5. Ajust classificacio Model Test1, | Test2
d'hiperparametres ARG Model Tenf:;;'.llel
i seleccio de lggisticalipicial regressio R
are Iy definitiu
caracteristiques logistica final
final Mo 15
associacions

Entrenament
final

Figura 9. Flux de treball de la generaci6 del model d'IA, amb la representacio de la 3FCV.

5.8.1. Definicié dels conjunts d’entrenament i test

Per entrenar 1 validar els models, es van combinar les dades del segon 1 tercer
estudis (DS2 1 DS3). Inicialment, el 80% d’aquestes dades combinades es van fer servir
per a la seleccio inicial de caracteristiques 1 les proves preliminars dels algoritmes. Les
caracteristiques es defineixen com les dades d’entrada per entrenar els models, i
corresponen a les ratios entre proteines calculades individualment per cada pacient.
Posteriorment, aquest mateix 80% es va fer servir per ajustar els hiperparametres i
seleccionar les caracteristiques definitives. El 20% restant va servir com a primer conjunt
de validacio (Test 1). El primer estudi (DS1) es va reservar exclusivament com a conjunt

final de test per avaluar el rendiment del model sobre dades totalment noves (Test 2).
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5.8.2. Enginyeria de caracteristiques

Inicialment es van usar els nivells individuals de proteines com a dades d’entrada
per entrenar els models. Després de tot el procés detallat a continuacid, el model va
obtenir una precisio en el Test 2 de 0.44. D’aquesta manera, com que utilitzar nivells
individuals de proteines no va donar resultats satisfactoris, es van explorar ratios entre
proteines (caracteristiques) associades a les mateixes vies KEGG, sota la hipotesi que els
canvis relatius entre proteines funcionalment relacionades poden aportar caracteristiques
més robustes per al model. Aquest enfocament va generar un total de de 446 associacions
uniques (caracteristiques), distribuides en 45 vies KEGG diferents, que es van utilitzar en
les segiients etapes de seleccid 1 optimitzacié de caracteristiques. Les vies KEGG es van

obtenir a través de la llibreria KEGGREST, versio 1.44.1 (76).

5.8.3. Seleccio inicial de caracteristiques

Posteriorment, es va aplicar una seleccid de caracteristiques inicial mitjangant
I’eliminacié recursiva de caracteristiques (RFE, de D’anglés, recursive feature
elimination) amb quatre algoritmes classificadors: stochastic gradient descent (SGD),
support vector machines (SVM) amb nucli lineal, AdaBoost i Random Forest. Aquesta
reduccid de caracteristiques €s necessaria tant per evitar el sobreajustament com per
reduir la complexitat del model, ja que un nombre elevat de variables pot dificultar
I’entrenament, empitjorar la interpretabilitat 1 disminuir la capacitat de generalitzacid. La
seleccid es va realitzar mitjangant 3FCV a través de la funcid GridSearchCV, dins de la
llibreria scikit-learn. Aquesta funcid maximitza la metrica de I’F1 score, que es calcula
com mostra I’Equaci6 2. En aquest procés, els pacients (cadasci amb les mateixes 446
associacions) es divideixen en 3 parts, alternant-ne una per validacio i les altres dues per
entrenament, repetint aquest procediment fins que totes les parts actuen com a conjunt de
validacio. A més, a cada iteracio, es busca la millor combinacié d’hiperparametres dels
models per optimitzar els resultats. Finalment, es van seleccionar totes aquelles
caracteristiques que es trobaven dins del top 100 de més importancia en almenys tres dels

quatre models analitzats.

Precisio X Sensibilitat

F1 score =2 X
Precisio + Sensibilitat

Equacio 2. Calcul F1 score.
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5.8.4. Tests d’algoritmes de classificacio

Amb aquestes caracteristiques inicialment seleccionades, concretament 25, es va
realitzar una nova 3FCV per comparar 15 algoritmes classificadors diferents. Per avaluar
el rendiment de cada algoritme, es van avaluar diferents métriques: exactitud, precisio,
sensibilitat, especificitat i F1 score. Aixo va permetre identificar el model més robust i

estable per a la classificacio.

5.8.5. Ajust d’hiperparametres i seleccio de caracteristiques final

Havent seleccionat el model més optim, en aquest cas el de regressio logistica, es
va realitzar una darrera RFE amb 3FCV per ajustar definitivament els hiperparametres i
seleccionar les caracteristiques finals del model. La seleccio es va basar en la rellevancia
de cada caracteristica, entesa com la seva contribucio al procés de classificacio segons els
coeficients del model. Concretament, es van escollir les 15 caracteristiques amb major
pes en la prediccio, és a dir, aquelles que tenien una influéncia més gran en la

discriminaci6 entre SS 1 MASH.
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6. Resultats

6.1.

Estudis seleccionats

La Taula 7 presenta una breu descripcid dels estudis que es van seleccionar per la

metaanalisi.
Taula 7. Descripcid dels estudis seleccionats per la metaanalisi.
Estudi Any de Pais Técnica Teixit Classificacio N N per grup % dones
publicacio total
10.1042/BS 2020 Regne Unit LC-EM/EM Plasma Kleiner 19 10SS/ 53%
R20190395 (mode DIA) 9 MASH
10.15252/m 2019 Dinamarca LC-EM/EM Plasma NAS score 19 13SS/ 47%
sb.2018879 (mode DDA) 6 MASH
3
10.1016/j.jp 2024 Espanya LC-EM/EM Sérum Kleiner 131 66 SS / 100%
rot.2024.10 amb TMT 65 MASH
5317 (mode DDA)
6.2.  Analisi exploratori

La Figura 10 mostra I’evoluci6 de la distribuci6é de les dades en cada pas del

preprocessat. Cada fila correspon a cada estudi i cada columna a cada pas del

preprocessat. Les grafiques il-lustren clarament com els valors bruts (a I’esquerra)

presenten distribucions molt asimetriques i amb valors extrems, mentre que després de la

transformacio, normalitzacid i imputacio (cap a la dreta), les dades mostren distribucions

molt més simetriques 1 tractables per a analisis estadistiques.
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Figura 10. Evolucio de les dades en les diferents fases del preprocessat.
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6.3. Proteines diferencialment expressades entre SS i MASH

En l'analisi de I'expressio diferencial de les proteines entre les condicions SS i
MASH, es va identificar un total de 119 proteines comunes en els tres estudis analitzats.
D'aquestes, només 6 van resultar ser significants, amb un p-valor < 0,05. Per visualitzar
aquests resultats, es va generar un Volcano Plot (Figura 11), on cada punt representa una
proteina. En aquest grafic, les proteines amb un valor de fold change positiu (marcades
en vermell) estan sobreexpressades en la condici6 MASH en comparacié amb SS. Per
contra, les proteines amb un fold change negatiu (marcades en blau) es troben
infraexpressades en MASH respecte a SS. Finalment, les proteines situades al punt 0

indiquen 1’abséncia de canvis en I’expressio entre ambdues condicions.

2.5
—_——
C4A
2.01 ——
—
IMH2) (PLG
—_—
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s ITIH1 Significance
FIJ’ e Top downregulated
Q
§ p-value > 0.05
% 1.0 ®  Top upregulated
=
w
0.5
0.0
0.0 0.5 1.0

Fold Change (Log2)

Figura 11. Volcano plot de l'expressid diferencial de les proteines en la comparativa entre SS i MASH. Cada punt
identifica una DEP. La seva posicio ve determinada pel p-valor (eix Y), representat en escala logaritmica negativa, i pel
fold change (eix X), representant la variacid en 1’expressio proteica entre ambdues condicions. Les DEPs etiquetades i
en color blau i vermell representen les DEPs més significants (p-valor <0.05). En color vermell es troben representades
aquelles que estan sobreexpresades, en blau els que estan infraexpressades. Les barres d’error mostren com varia el
valor de fold change entre els diferents conjunts de dades.

31



6.4. Analisi d’enriquiment funcional

6.4.1. Vies metaboliques enriquides en la MASLD

L’analisi GSEA va identificar vies metaboliques alterades tant positivament com
negativament, tal com es mostra a la Figura 12. Les tres primeres vies del grafic estan
relacionades amb el sistema del complement (SC), un component fonamental de la
immunitat innata (77), destacant-ne l’enriquiment positiu. D’altra banda, les vies
metaboliques enriquides negativament es troben associades al transport intracel-lular, el

metabolisme 1 les PTMs.

Terminal pathway of complement-

Regulation of Complement cascade - J/&
Complement cascade-
ft

Retinoid metabolism and transport- )
Adjusted p

- 009

Metabolism of fat-soluble vitamins -
0.08

Visual phototransduction - 007

Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and |
uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs)

0.06

Sensory Perception -

Post-translational protein modification /\
Vesicle-mediated transport- /\\
o

Post-translational protein phosphorylation-

0.0 05 1.0 15

Figura 12. Vies més enriquides en la MASLD obtingudes a partir d’una analisi GSEA. Cada pic representa un conjunt
de proteines, on 1'area sota la corba indica la magnitud del senyal d'enriquiment. Les vies amb pics a la dreta del punt
0.0 (eix X) estan positivament enriquides en processos metabolics, mentre que les situades a l'esquerra indiquen
enriquiment negatiu. Els conjunts de proteines properes al punt 0.0 no mostren enriquiment destacat. El gradient de
color reflecteix el p-valor: els tons més clars indiquen p-valors més petits (més significatius, minim 0.05), i els tons
més foscos representen p-valors més grans (maxim 0.09).

6.4.2. Termes de la GO enriquits en les DEPs més significatives

L’analisi ORA va identificar processos biologics significativament sobre-
representats dins de les DEPs, amb un p-valor < 0.1. Els resultats, presentats a la Figura
13, mostren una clara divisio entre processos relacionats amb la regulaci6 negativa de la
coagulacié sanguinia i la fibrinolisi. D’entre tots, destaca la regulacid negativa de la
fibrinolisi. A I’eix Y del grafic es mostren els processos més enriquits, mentre que 1’eix

X indica el percentatge de proteines associades a cada terme.
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Figura 13. Termes de la GO més enriquits dins del conjunt de proteines significatives (p-valor <0.1) obtinguts a partir
d’una analisi ORA. A I’eix Y es troben els processos més enriquits, 1’eix X representa el percentatge de gens per terme.

** indica un p-valor <0.05.

6.5. Xarxa d’interaccions proteina-proteina

L’analisi de les interaccions entre proteines o PPI (de 1’anglés, protein-protein

interaction) va generar la xarxa mostrada a la Figura 14, que destaca les interaccions més

significatives entre DEPs (p-valor < 0.1). Principalment estan implicades en el

metabolisme lipidic (78), mecanismes de coagulaci6 sanguinia (79), ME (80) i SC (77).

Figura 14. Xarxa PPL.
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6.6. Aprenentatge automatic

Per seleccionar els conjunts d'entrenament i test, es va aplicar una analisi de
components principals (PCA, de I’angles, principal component analysis) sobre les dades
combinades dels tres estudis. La Figura 15 mostra la projeccié en els dos primers
components principals (PC1 1 PC2), on PC1 captura el 95,9% de la variabilitat. Es va
observar una clara separacio al llarg de PC1, especialment entre el segon estudi i els altres
dos. Aquesta diferenciaci6 indica que l'estudi 2 conté dades amb caracteristiques
diferents, fet que pot contribuir a millorar la capacitat de generalitzacié del model. Per
aquest motiu, es van escollir els estudis 2 1 3 com a conjunt d'entrenament, amb 1'objectiu

de garantir diversitat en les dades, i es va reservar l'estudi 1 com a conjunt de test.

0.14
. Liver histology
g MASH
§ 0o No_MASH
0
Q@
P DataSet
O
a * DataSet1
Dy A DataSet2
= DataSet3

0150 -0.125 -0100 -0.075
PC1 (95.9%)

Figura 15. PCA de 2 components dels estudis seleccionats. L’eix X representa la component principal 1,
I’eix 2 representa la component principal 2. Els cercles representen els pacients del primer estudi, els triangles els del
segon i els quadrats els del tercer.

Després de la seleccio inicial de caracteristiques a partir de les 446 associacions
uniques entre proteines, se’n van identificar 25 que es trobaven el en el top 100 més
important en al menys 3 dels 4 algorismes testats. Aquestes van servir per testejar 15
algoritmes de classificacid, els resultats dels quals es mostren a la Figura 16. Entre tots
els models analitzats, el que utilitza I’algoritme de regressio logistica (marcat en vermell
a la figura) va obtenir el millor rendiment segons les metriques utilitzades (exactitud,

precisio, etc).
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Figura 16. Box plots comparant les metriques de classificacid per als diferents algoritmes amb linia base (0.5) 1

model optim destacat en vermell.

Aquest model es va tornar a entrenar i, després de realitzar la segona seleccié de

caracteristiques mitjancant l'estrategia RFE amb validacio creuada, es va reduir el nombre

final de caracteristiques a 15. Els resultats d'aquesta tltima selecci6 de caracteristiques es

poden observar a la Figura 17. Encara que utilitzar fins a 23 relacions podria semblar

lleugerament més favorable, no aporta millores significatives en 1I'F1 score, sind que
9 b

augmenta innecessariament la complexitat del model.

Per altra banda, les 15 caracteristiques seleccionades, agrupades segons les vies

KEGG en qué participen, son les mostrades a la Figura 18a.

Finalment, el rendiment del model es pot resumir de dues formes:

1.

A través de les matrius de confusié obtingudes durant I'entrenament i els dos
tests, que es poden veure a la Figura 18b. Cada matriu compara les prediccions
inferides pel model amb I’etiqueta real del perfil protedmic.

Mitjangant la Taula 8, que recull de manera resumida les métriques de
rendiment aconseguides a cadascuna de les fases mencionades anteriorment.
També mostra els valors d’AUC (de 1’anglées, area under the curve). Aquesta

area representa la relacio entre les prediccions realment vertaderes i les falses
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positives. Com més proper a 1 sigui el seu valor, millor distingeix el model

entre SS i MASH.
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Figura 17. Rendiment (F1 score) del model de regressio logistica amb diferents nombres de caracteristiques (eix X),
calculat mitjangant RFE amb validacid creuada.
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Figura 18. (a) Caracteristiques seleccionades del model de regressio logistica agrupades en les vies KEGG on
participen. (b) Rendiment del model de regressio logistica en els conjunts d'entrenament i test. De dalt a baix, matriu
de confusio per al 80% dels conjunts 2 i 3 (conjunt d'entrenament), matriu de confusio per al 20% dels conjunts 2 i 3

(test 1) i per al conjunt 1 (test 2).
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Taula 8. Métriques de rendiment per a totes les particions de dades (dades d'entrenament, test 1 i test 2)

realitzades durant I'analisi de ML.

Data Descripcié | Exactitud | Precisié | Sensibilitat | F1 Especificitat AUC
score
Data 80% de 0.835 0.825 0.839 0.832 0.831 0.956
d’entrenament | DS2 i DS3
Test 1 20% de 0.652 0.539 0.778 0.636 0.571 0.746
DS2 i DS3
Test 2 DS1 0.631 0.538 0.778 0.667 0.500 0.622
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7. Discussio

La identificaci6 de biomarcadors especifics que permetin distingir clarament entre
els estadis d’SS 1 MASH representa una necessitat clinica rellevant, especialment tenint
en compte l'increment constant en la prevalenca de la malaltia i les limitacions inherents
a la biopsia hepatica. En aquest context, la metaanalisi de dades protedmiques es presenta

com una estratégia prometedora per aconseguir un diagnostic fiable, precis i no invasiu.

Mitjangant la combinacio6 dels tres conjunts de dades disponibles, la metaanalisi
ha permés identificar sis DEPs. El perfil global d’aquestes proteines suggereix un
enriquiment positiu de les vies relacionades amb el SC, un component essencial de la
immunitat innata (77). D’entre les sis DEPs identificades, destaquen les proteines C4A i
C5, totes dues integrants d’aquest sistema (77). El SC ha estat ampliament estudiat en
relacié amb la progressio de la MASLD. L’estudi realitzat per Guo et al. (81) indica que
nivells elevats de C3 i els seus derivats, aixi com de C5, s’associen estretament amb la
RI, el percentatge de greix al fetge i la inflamacid hepatica, indicadors clau de la gravetat
de la malaltia. Tot i aix0, en aquesta metaanalisi no s’ha observat una associacio consistent
entre el C3 1 la preséncia de MASH en les cohorts analitzades. De manera similar, no s’ha
detectat una relacid positiva amb la proteina C4A. Aquesta abséncia podria deure’s a una
activacio preferencial de la via alternativa o de la via de les lectines, les quals no
impliquen directament la proteina C4 i, per tant, poden generar menys C4A (82). Aquesta
activaci6 selectiva podria estar modulada per factors com I’EO, la preséncia de diposits
de greix en el fetge o alteracions metaboliques associades a la SM (83). Tot plegat posa
de manifest la complexitat del paper del SC en la patogenesi de la MASLD 1 la necessitat

de continuar aprofundint en aquest ambit.

Un altre resultat rellevant és I’increment dels nivells de ceruloplasmina (CP),
malgrat que seva relacid6 amb la MASLD és encara controvertida. Un estudi recent
realitzat per Jiang et al. (84) suggereix que aquesta proteina podria constituir una
potencial diana terapéutica ja que la seva eliminaci6 s’ha associat amb una reduccié de
I’acumulacio6 de lipids 1 inflamacid, i1 de la fibrosi, contribuint aixi a disminuir el dany
hepatic. Aquests resultats vinculen la CP amb estadis avancats de la malaltia.
Contrariament, altres estudis han identificat nivells baixos de CP en infants amb MASH
(85) o en pacients no diabétics (86), mentre que alguns estudis no han trobat cap relaci6

clara amb la patologia (87).
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El plasminogen (PLG) és una altra de les proteines associades positivament amb
la progressi6 de la MASLD. Aquest és un precursor de la plasmina, un enzim que degrada
la fibrina, procés que s’anomena fibrinolisi (88). A més, s’ha observat que la fibrina,
juntament amb les plaquetes, son les principals encarregades de la formacio de coaguls
(89). D’aquesta manera, el PLG, gracies a la degradacio de fibrina, indirectament també
regula negativament la coagulacié sanguinia. Tanmateix, 1’estudi publicat per Nawaz et
al. (90) ha evidenciat que I’augment de PLG en pacients amb MASH comporta també un
increment en 1’expressido de 1’inhibidor de 1’activador de plasminogen o PAI-1 (de
I’angles, plasminogen activator inhibitor-1), el principal regulador negatiu de la

fibrinolisi. Aquest fet pot afavorir la formacié de coaguls (91).

Pel que fa als inhibidors inter-o-tripsina amb cadenes pesants, aquests tenen un
paper crucial en la fibrosi ja que presenten una elevada afinitat per 1'acid hialuronic, un
component principal de la ME dels hepatocits, contribuint aixi a la seva estabilitzacid
(92). No obstant aix0, un estudi recent (93) posa de manifest que I’expressié de 1’inhibidor
amb cadena pesant 3 disminueix a mesura que la malaltia progressa. Aquest
comportament diferencial suggereix la necessitat de dur a terme futurs estudis que
permetin caracteritzar amb més profunditat els mecanismes de regulacid i funcid

d’aquests inhibidors en el context de la MASLD.

Un altre dels objectius principals d’aquest estudi era explorar la viabilitat dels
biomarcadors protedomics com a eina diagnostica fiable per a la MASH. Tot 1 que les
mesures directes dels nivells de proteines han resultat poc consistents a 1’hora
d’extrapolar els resultats a noves cohorts, 1’s de ratios entre proteines que participen en
les mateixes vies metaboliques ha demostrat ser una estratégia més robusta. Aquest
enfocament ha estat especialment efectiu en vies associades al SC, les lipoproteines, les
apolipoproteines 1 els mecanismes de coagulacid. Aquestes vies semblen jugar un paper
clau en la progressio de la malaltia afavorint la infiltracié de neutrofils en el fetge 1
promovent una desregulacidé metabolica i una inflamaci6 sistémica que augmenten el risc
d’afeccions cardiovasculars associades (94). L’estratégia tamb¢ ha resultat util en I’estudi
de les vies implicades en la coagulacio6 i fibrindlisi. De fet, s'ha observat que els pacients
amb MASH presenten nivells elevats de marcadors de coagulacié al plasma, cosa que els

situa en un risc més alt de patir episodis de trombosi venosa (95).

Gracies a I’aplicacio d’algorismes de ML, s’han pogut identificar 15 relacions
entre proteines candidates a actuar com a biomarcadors diagnostics de MASH, obtenint
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un F1 score de 0.67 en mostres completament independents. Tot i els desafiaments
inherents, les ratios proteiques identificades representen una aproximacié prometedora
per a la deteccid no invasiva de MASH. Els resultats obtinguts en els conjunts de test
(precisions de 0,539 1 0,583, 1 especificitats de 0,571 1 0,500) evidencien una certa
variabilitat entre cohorts, et que subratlla el caracter exploratori del model desenvolupat.
L'objectiu principal ha estat demostrar la viabilitat d'utilitzar técniques de ML per a la
identificacié de biomarcadors circulants, amb la consciéncia que refinaments posteriors
podrien millorar-ne significativament el rendiment classificatori. En comparacié amb
marcadors tradicionals com ALT/AST, FIB-4 o fins i tot la biopsia hepatica, aquest

enfocament ofereix una alternativa potencialment més especifica i menys invasiva.

Tanmateix, aquest estudi presenta algunes limitacions importants. D’una banda,
la comprensi6 de la patogenesi i ’etiologia multifactorial de la MASLD, aixi com la
identificaci6 d’un tractament efectiu, continua sent limitada per la manca d’estudis
protedmics disponibles. A diferéncia de la transcriptomica, les bases de dades de
protedmica estan encara poc desenvoulpades, cosa que ha restringit considerablement
I’abast de la metaanalisi realitzada. A més, les dades es trobaven sovint disperses en
materials suplementaris o en repositoris especialitzats, dificultant i alentint el procés de
recopilacid, que finalment ha donat lloc a la inclusié de només tres conjunts de dades
protedomiques. Aquest fet posa de manifest la necessitat urgent de centralitzar 1 millorar
l'accessibilitat de les dades protedomiques en repositoris publics per facilitar estudis de

major escala en un futur proxim.

Un altre obstacle important ha estat la manca d'uniformitat en 1’anotacié de les
dades entre estudis, tant pel que fa als metodes analitics emprats com a les metadades
cliniques disponibles. L’abséncia d’informacié detallada en alguns d’ells —com I’'IMC o
parametres histologics clau com el grau de fibrosi o inflamacié— ha limitat la possibilitat
d’ajustar els models per covariables rellevants, fet que probablement hauria contribuit a

augmentar la robustesa i la fiabilitat de les conclusions.

A més, la representativitat de les cohorts utilitzades és limitada, ja que la majoria
dels participants eren individus de raga caucasica, i en el cas d'un dels estudis (DS3),
exclusivament dones. Aquesta manca de diversitat planteja interrogants sobre la
generalitzabilitat dels resultats a altres grups étnics o poblacionals. També cal destacar
que la mida reduida de les mostres en els estudis protedomics analitzats afegeix incertesa
addicional respecte a la solidesa del model desenvolupat.
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Pel que fa al ML, malgrat que el model va mostrar resultats prometedors en els
conjunts d'entrenament, va experimentar una davallada de rendiment en ’aplicacié a
conjunts de dades completament independents. Aquest fet posa de manifest que la
capacitat de generalitzacio del model és encara limitada i que seran necessaris refinaments

metodologics addicionals per millorar-ne I’eficacia diagnostica.

Malgrat aquestes limitacions, aquest estudi introdueix un enfocament innovador
que vincula els resultats obtinguts a través d’una metaanalisi de protedomica circulant no
dirigida en pacients amb MASH, una aproximacio que, fins on s’ha pogut constatar, ¢s
pionera en aquest ambit. La integracié de técniques de ML per identificar una signatura
protedomica consistent entre diverses cohorts representa un aveng significatiu. En aquest
sentit, s’ha prioritzat la generalitzacié dels resultats mitjancant la reserva d’una cohort
completa com a conjunt de prova independent, fet que ha permés avaluar amb més

realisme la capacitat real del model per extrapolar a nous conjunts de dades.

8. Conclusions

Aquest treball aporta avencos significatius en la identificacié de biomarcadors per
al diagnostic no invasiu de la MASLD. Mitjancant una metaanalisi protedmica combinada
amb técniques de ML, s'han identificat alteracions moleculars associades a MASH que es
mantenen consistents en diferents cohorts de pacients. Els resultats han permes destacar
sis proteines diferencialment expressades, aixi com diversos biomarcadors potencials
vinculats amb la cascada del complement, les apolipoproteines, les lipoproteines 1 les

proteines implicades en processos de coagulacio.

Tot 1 aquests avencgos, la variabilitat observada entre cohorts subratlla la necessitat
de dur a terme nous estudis amb mostres més amplies 1 heterogenies per tal de validar
aquestes troballes i identificar biomarcadors més robustos i generalitzables. En conjunt,
aquest estudi representa una contribucio rellevant per a la comprensi6 dels mecanismes
moleculars implicats en la MASLD, amb el potencial de millorar el diagnostic, seguiment

clinic i la gestio global dels pacients afectats per aquesta patologia hepatica.
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10. Autoavaluacio

Aquest Treball de Fi de Grau ha suposat un repte tant des del punt de vista técnic
com metodologic, ja que ha requerit integrar coneixements de biologia molecular,
bioinformatica, estadistica i intel-ligéncia artificial. Considero que el treball ha assolit
satisfactoriament els objectius plantejats, especialment pel que fa a la identificaci6 de
biomarcadors diferencials entre SS 1 MASH 1 el desenvolupament d’un model predictiu

mitjancant AA.

Destaco positivament I’estructura metodologica rigorosa seguida: des d’una cerca
bibliografica sistematica i una metaanalisi robusta, fins al disseny i validacié d’un model
de classificacio amb dades reals. A més, s’han aplicat practiques habituals en la recerca
cientifica, com I’estandarditzacié de dades, la imputacié de valors perduts i 1’us de

validacio6 creuada.

Un dels principals punts forts ha estat la capacitat d’adaptacié davant limitacions
reals, com ara la manca de dades completes o 1’alta variabilitat entre cohorts. L’us de
ratios proteiques funcionals com a caracteristiques ha estat una decisié fonamentada i

innovadora, que ha permes millorar el rendiment del model.

Com a aspectes millorables, reconec que el model predictiu requereix una

validacio addicional amb cohorts externes abans de ser traslladat a 1’ambit clinic.

En conjunt, considero que aquest treball reflecteix un alt nivell d’aprenentatge i
maduresa investigadora, 1 m’ha permes desenvolupar habilitats transversals essencials per

a la meva futura carrera cientifica.
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