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El futur ja ha passat. Els cientifics no tendim a I'efusi6. Ens sentim, en privat, emocio-
nats per la nostra feina, pero en public emfatitzem —encertadament— I'escepticisme i la
precaucid. No obstant aixo, hi ha moments excepcionals en que 'escepticisme es deixa de
banda, Ielectricitat omple 'espai i un cientific amb una passié ostensible i ulls brillants
descriu, desvergonyidament, un canvi en el panorama que tindra un sentit durador en el
temps.

E.S. CoLLIns,

The language of life: DNA and the revolution in personalized medicine, 2009.

1. PREAMBUL

Em sento molt honorat de poder ser avui aqui amb tots vosaltres, com a con-
seqliéncia d’haver estat escollit membre numerari de la Secci6 de Ciéncies Biolo-
giques del nostre Institut d’Estudis Catalans. Voldria, abans que res, donar les
gracies a tots els membres de la Seccié per haver-me donat la seva confianga i
també al Ple per haver acceptat d’admetre-m’hi. En particular, pero, voldria fer
pales el meu agraiment especial al bon amic Pere Puigdomenech, ja que amb ell
vaig comengar el meu periple per aquesta casa: primer, a la Societat Catalana de
Biologia (SCB), com a sotspresident, essent-ne ell el president; després, en els
meus dos mandats com a president de la SCB, i, finalment, com a membre nume-
rari d’aquest Institut.

Arribat el moment de preparar la memoria d’aquest discurs de presentacio, i
observant el que heu fet els companys que m’heu precedit, he optat per mos-
trar-vos alguns exemples del treball de recerca realitzat durant els darrers trenta
anys en el camp dels marcadors tumorals, perd no com un recull exhaustiu de tot
plegat, sin6 com el fil conductor de reflexions al voltant de la recerca biomedica,
de la ciencia en general i de la medicina en particular.

Com he dit, em centraré en I'area cientifica que ha ocupat la majoria d’aquests
anys, a saber, la identificacié de biomarcadors moleculars en diversos cancers,
com una part del cami cap a I'assoliment d’'una medicina cada vegada més objecti-
va, més cientifica, més eficient, més personalitzada i precisa, perd també més hu-



mana i equitativa. Aquest no ha estat mai un cami facil, pero si apassionant i molt
enriquidor, i val la pena revisitar-lo per a poder-ne treure les conseqiiéncies adi-
ents, amb profunda visio analitica i critica, per tal que aquestes siguin utils per als
que vinguin al darrere, i puguin, ells i nosaltres, ser capagos de millorar el nostre
sistema de recerca biomeédica, docéncia, formacid universitaria, assisténcia medi-
ca i desenvolupament de la industria innovadora en I'entorn de la salut, essent
també nosaltres actors i observadors privilegiats de la gran revolucié molecular
dels darrers vuitanta anys, pero també testimoniant els nous avengos técnics que
estan revolucionant la medicina i la recerca biomedica ja en aquest primer ter¢ del
segle xX1, com son la bioinformatica i la intelligencia artificial. Tractaré aquests
aspectes en el darrer ter¢ del meu discurs, i faré émfasi en el que podria ser la me-
dicina en un futur no llunya. Tot plegat ens ha de dur a una societat més sana, més
justa, més equanime, on la malaltia vagi progressivament perdent I'impacte que té
encara actualment.

Nogensmenys, el fet que lliga tot el meu discurs, i que sempre ha estimulat la
meva curiositat, ha estat el procés de generar el coneixement en general, i el medic
en particular. Es a dir, la recerca biomeédica i la seva vinculacié amb la practica
medica assistencial, aixi com amb la formacié dels metges (pregraduats i postgra-
duats). En altres paraules, el repte del coneixement fisiopatologic com a estimul
de la curiositat innata que tots tenim i I'afany, sovint quasi esportiu, de millorar-lo
i superar-lo (Bonatti, 1961). En llenguatge més colloquial i actual, parlariem de la
passio per situar-nos al limit del coneixement, o sigui, per descobrir. L’evoluci6
de la tecnologia ens ha collocat, Obviament, en un escenari dificil d’imaginar fa
quaranta o cinquanta anys. Sovint sentim que la medicina, en els darrers anys,
mereix ser reescrita en la seva totalitat, ates que 'augment del coneixement medi-
cocientific ha estat i continua sent de gran magnitud, i, per tant, les possibilitats
diagnostiques i terapeutiques actuals tenen poc a veure amb les de fa aquests pocs
anys. No voldria oblidar-me, aqui, d’esmentar el poc (o molt poc) que com a soci-
etat hem avangcat en la implantacié de la medicina preventiva i en la prodigalitat
dels habits saludables de la vida, si ho comparem amb el molt que si que s’ha fet
per la medicina curativa. També sembla clar que el motiu més important pel qual
el que acabo de dir ha succeit son els interessos economics que hi ha al darrere de
I'una i del’altra. Sembla evident, per exemple, que la poca implantacié en el nostre
pais de la molt saludable dieta mediterrania n’és un bon exemple, amb els conse-
qiients i gens desitjats augments de I'obesitat infantil i de la diabetis de tipus 2 en
la nostra societat... també mediterrania, per cert...

Aixi doncs, em limitaré a brindar-vos alguns exemples, tant propis del nostre
grup de recerca com d’altri, del que representen els marcadors tumorals, de llur
identificacio i de la implantacid del seu us al llarg de la historia recent de la medi-
cina, i de com constitueixen un bon model del que ha de ser la medicina plena-



ment cientifica en el seu cami cap a 'assoliment d’una salut futura, que sera digi-
tal, més justa i equitativa. M’agradaria presentar-vos aquests exemples que, crec
que, es poden considerar quasi lligons que la ciéncia ens brinda a nosaltres, usua-
ris, metges, cientifics i ciutadans també.

2. INTRODUCCIO: ENTENDRE COM PODRIA SER LA MEDICINA DEL FUTUR

La ciéncia és especial. Constitueix la millor manera de qué disposem per a conéixer
com funciona el mon i tot el que hi ha en aquest...., cosa que ens inclou també a nosaltres.

W. F. BYyNuM, A little history of science, 2012.

L’ésser huma té una gran complexitat, per la seva idiosincrasia particular, que
I'’ha dotat d’una increible capacitat adaptativa a mualtiples entorns permanent-
ment canviants. Per tant, les variables que presenten els organismes superiors
complexos, com son els humans, sén molt dificils d’acotar, degut principalment a
la seva extraordinaria complexitat, pero també a aquest entorn tan variable en el
qual creixen i viuen. Nogensmenys, en cap cas, aixo no ens permet parlar de res
que no sigui ciéncia meédica. En organismes inferiors o menys complexos, la cien-
cia ha arribat a nivells de coneixement absolut de llur funcionament, com ha suc-
ceit, per exemple, amb la fisiologia del bacteri Mycoplasma pneumoniae (Giiell
et al., 2009). Com ja he esmentat abans, la biologia de sistemes ens permet, en
models molt senzills, definir la totalitat de la regulacié i coordinacié de les funci-
ons d’aquests. Es molt probablement erroni dir que la ciéncia aconseguira aquest
nivell de coneixement de manera rapida en els organismes superiors, pero si que
és, sens dubte, el cami que la recerca en biomedicina ha de seguir. En algun mo-
ment futur, no sabem quan, aquesta disciplina emergent que es diu biologia de
sistemes ha de conduir I'evoluci6 de la ciéncia medica cap a la necessaria medicina
de sistemes, que haura d’integrar totes les dades mediques d’un pacient buscant el
valor afegit d’aquestes, estudiades conjuntament. La bioinformatica i la intel-
ligencia artificial, de les quals parlarem al final d’aquesta memoria, ens comencen
a apropar una mica a aquest nou tipus de medicina.

El gran desenvolupament de la recerca en biomedicina, a partir de la «revolu-
cié» molecular (que encara continua), ha estat i és, crec, el viatge més atractiu i
estimulant que hom pugui viure. El mateix Picasso ens deia, com a pintor i captiu
ell mateix de 'aprenentatge i I'experimentacié permanents, que «I’aprenentatge
constant era 'aventura més apassionant en la vida» (Reventds i Conti, 1973).

En I'inici del segle xx, moment en que la recerca creixia progressivament, els
cientifics s’anaven especialitzant en les seves arees del coneixement, a saber, els fisics
es dedicaven a la fisica; els quimics, a la quimica; els biolegs, a la biologia; els metges,



ala medicina, etc. No fou fins a la decada de 1930, quan els quimics i els fisics, ini-
cialment, es van anar interessant progressivament pels problemes plantejats per
la biologia. La quimica estudiava la combinacié de diferents substancies o ele-
ments ja coneguts de la taula periodica, perod aquestes combinacions es demostra-
va que eren fonamentals, també, en el funcionament dels organismes vius (area
d’estudi dels biolegs). Els fisics estudiaven la mateéria i I'energia, pero els éssers
vius eren materia i utilitzaven energia per a funcionar. El carboni, ’hidrogen,
'oxigen, el nitrogen, etc., eren actors fonamentals en la fisica, la quimica, la biolo-
gia, la medicina, etc.

La immunologia tenia ja en aquell moment un recorregut molt considerable,
amb contribucions ben documentades des de I’edat antiga, pero els descobri-
ments de la immunitzacié d’Edward Jenner, al segle xv111, continuats per Louis
Pasteur, al segle x1x, brindaven ja a la comunitat cientifica un coneixement de
gran magnitud. El coneixement de les proteines també segui una seqiiéncia de des-
cobriments de gran importancia al llarg del segle x1x, i culminava, el 1926, amb la
cristallitzacio del primer enzim, una ureasa, per James B. Sumner, descoberta per
la qual seli atorga el Nobel de Quimica, I'any 1946, o amb els descobriments sobre
els enllagos quimics de Linus Pauling, el 1936, pels quals rebé, I'any 1954, també el
seu primer Premi Nobel.

Durant els darrers vuitanta anys, hem pogut testimoniar descobriments im-
portantissims que ens obliguen a redefinir quasi tota la ciencia medica. Entre els
més rellevants, voldria esmentar el del fet que el DNA era responsable de 'heren-
cia, que feren Avery, MacLeod i McCarty, I'any 1944, a I'Institut Rockefeller de
Nova York; el de la doble helix, que dugueren a terme Rosalind Franklin, Maurice
Wilkins, James Watson i Francis Crick, I'any 1953, i pel qual van ser guardonats
amb el Nobel el 1962, o I'establiment dels sistemes d’edici6 genica pel sistema de
CRISPR, el 2011, pel qual Jennifer A. Doudna i Emmanuelle Charpentier van re-
bre el Premi Nobel el 2020.

El gran desenvolupament de la bioinformatica aporta la segona part fona-
mental a aquest creixement, i només ens queda continuar progressant en aquest
sentit. L’aplicacié amplia de la intelligencia artificial a la medicina (i a tot el conei-
xement cientific actual), que esta només comengant, ens permet pensar en una
gran inflexid positiva en la millora dels diagnostics i en posteriors tractaments de
les malalties. Avui, aquesta nova medicina s’ha batejat com a medicina de precisio
o medicina personalitzada, pero I'essencia és sempre la mateixa, a saber, medicina
basada en dades cientifiques demostrades (i com més dades tinguem de cada pa-
cient i malaltia, millor medicina farem). Falta encara forga temps per a arribar al
coneixement total de les malalties i de llurs tractaments idonis, perd estem avan-
¢ant en la direccid correcta.



3. CERCA DE L’EVIDENCIA EN MEDICINA: L’EXEMPLE DELS MARCADORS
DE LES MALALTIES

3.1. Elmeétode cientific

Molts autors d’ambits diversos i també cientifics han exposat, al llarg de molts
anys, les seves definicions del que és el metode cientific. Tots estan d’acord, pero,
que aquest comenga per la identificacié d’un problema no resolt. L’analisi subse-
glient d’aquest passa per deixar de costat els aspectes no essencials del problema
en qliestio i per estudiar profundament els que pensem que si que incideixen en la
veritable essencia del problema. Estudiades i agrupades ja totes aquestes dades,
s’ha d’establir una linia de base que les relacioni de la manera més simple: un
enunciat breu o una relacié matematica. Aixo constitueix una hipotesi. A partir
d’aquesta ultima, i segurament gracies a una muni6 de disciplines tecniques vari-
ades, els investigadors, mitjan¢ant I'is d'uns metodes (coneguts o que també hau-
ran de descobrir i posar a punt), dissenyen uns experiments per resoldre la pre-
gunta inicial. Si els resultats d’aquests experiments condueixen a unes conclusions
clares, la hipotesi acaba confirmant-se i pot adquirir I'estatus de teoria o llei cien-
tifica (Asimov, Najarian i Commoner, 1961).

3.2. Els marcadors en biologia i medicina (biomarcadors): inicis i definicio

Actualment, és ampliament acceptada la definicié del National Cancer Insti-
tute dels Estats Units, que considera un biomarcador una «molecula biologica que
es pot trobar a la sang, en fluids biologics i/o en teixits, la presencia o I'abséncia (o
una concentracié més o menys important) de la qual és un signe d’un procés nor-
mal o anomal, o bé d’un problema de salut». Alhora, un biomarcador ha de poder
ser mesurat de manera objectiva com un indicador d’un estat, procés, progrés de
malaltia o de resposta a una determinada terapia (Biomarkers Definition Work-
ing Group, 2001).

Segons altres autors, la definici6 ha de fugir de la idea reduccionista que un bio-
marcador sigui exclusivament una molécula que es pugui detectar en els suposits
anteriorment esmentats. Per tant, ampliant la definicid, podriem parlar d’'una «ca-
racteristica» (sigui o no una molecula) objectivament mesurable, i donar aixi cabu-
da, també, a la semiologia clinica objectivable i mesurable, a les imatges radiologi-
ques o d’altres tipus i, fins i tot, a pautes de comportament, si ens endinsem en la
patologia psiquiatrica. El terme biomarcador molecular, pero, és molt ampli: inclou
cellules, proteines, hormones, enzims, molecules de tipus divers —com sén els
RNA o els microRNA (miRNA)—, gens amb les seves mutacions especifiques, etc.

L’any 1963, I'investigador rus Yuri Semenovich Tatarinov va aillar el que es
considera el primer marcador tumoral, utilitzat durant anys per al diagnostic



del carcinoma hepatocellular, aixi com per a monitorar-ne la progressio, la
presencia de metastasis i el pronostic (vegeu-ne una revisié a Nikulina et al.,
2015).

L’any 1965, els investigadors Phil Gold i Samuel Freedman, de la Universitat
McGill, a Montreal, van identificar una substancia en la sang de pacients afec-
tats de cancer de colon —que normalment es trobava en teixits fetals—, que van
anomenar antigen carcinoembrionari (CEA, de 'anglés carcinoembryonic anti-
gen) (Gold i Freedman, 1965). Posteriorment, es van anar identificant altres mar-
cadors per a altres cancers, com el CA 19-9 per als tumors de colon i també de
pancrees, el CA 15-3 per al cancer de mama o el CA-125 per a tumors d’ovari. En
la majoria dels casos, i com es va demostrar en estudis més extensos, aquests mar-
cadors no han estat especifics d’un tnic tipus de tumor.

Per a estudiar-los i mesurar-los, s’han anat utilitzant al llarg dels anys una
amplissima série de técniques, com sén encara els assajos immunologics, com el
radioimmunoassaig (RIA), inventat el 1956 per Solomon Berson i Rosalyn Suss-
man Yalow (Berson et al., 1956), pel qual li fou lliurat a Yalow el Nobel de Medi-
cina o Fisiologia I'any 1977 (Berson, com en tants altres casos, no el pogué com-
partir amb Yalow perqué havia mort previament, el 1972). Aquest descobriment
i el fet que els autors n’alliberessin la patent van donar lloc a una enorme proli-
feracio de kits de RIA, que van permetre de manera rapida 'establiment de sis-
temes de mesura de tot tipus de molécules importants per al coneixement de la
fisiologia, la patologia i la medicina en general. En les decades dels anys seixan-
ta, setanta i vuitanta del segle passat, I'especialitat de I'endocrinologia en fou la
més beneficiada, ates que s’havien identificat moltes hormones i es disposava
també dels seus anticossos, que van permetre 'establiment d’aquest extens nom-
bre de kits de RIA.

Com ja hem comentat, els biomarcadors poden ser de tipus molt divers i in-
clouen, més darrerament, les alteracions en les seqiiéncies dels gens o mutacions.
Aixo ha comportat el desenvolupament del seu estudi, a través de tota una serie
d’assajos moleculars de mesures directes o indirectes de les alteracions en els acids
nucleics, amb la qual cosa s’ha arribat a tecnologies més precises, com son la se-
qilenciacid genica i, més recentment, aquesta, pero feta massivament.

En els darrers anys, les anomenades técniques d’alt rendiment (high-throughput
technologies) ens proporcionen una gran informacié respecte a nombrosos mar-
cadors obtinguts en un espai de temps curt, motiu pel qual la valoracié d’aquests
es pot realitzar amb més eficiéncia i rapidesa. Entre aquestes técniques d’alt rendi-
ment trobarem, per exemple, la genomica, que estudia les seqiiéncies dels ge-
nomes dels organismes, amb les seves anomalies, com son les mutacions; la trans-
criptomica, que s’ocupa de 'analisi dels transcrits especifics de cada gen en cada
teixit, i també de les seves mutacions o alteracions en els processaments alterna-
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tius que donen lloc a RNA missatgers molt diversos; la metabolomica, que analit-
za els diferents metabolits que van apareixent al llarg de les diverses reaccions en-
zimatiques, i també la protedomica, que estudia els perfils de proteines resultants
de les traduccions dels mRNA i també de les modificacions posttraduccionals a
les quals aquestes preproteines estaran sotmeses.

Entre totes aquestes tecniques i molécules a mesurar com a biomarcadors de
malalties, les proteines podrien tenir alguns avantatges considerables. La seva
diversitat és molt més elevada que la del DNA o RNA, atesos els processaments
alternatius (alternative splicing) dels mRNA o les modificacions posttraduccio-
nals. En ambdds casos, i a partir d’un tnic gen, es generen formes diverses de
proteines: si el genoma huma esta format per uns 20.300 gens, les possibles pro-
teines originades a partir d’aquests gens podrien arribar a un nombre proper
a 1,8 milions (Legrain, Aebersold i Archakov, 2011). Aquesta gran diversitat
augmenta la possibilitat d’identificar proteines especifiques com a marcadors de
malalties o, fins i tot, combinacions varies d’aquestes mateixes proteines que, va-
lorades conjuntament, ens podrien donar una visié molt més precisa del proble-
ma de salut que vulguem avaluar, com podria ser el cancer, patologia prevalent
en la qual s’han esmergat grans quantitats d’esfor¢os i de recursos de recerca.
Aquest proteoma marcador de malalties també el podem detectar en fluids bio-
logics, com veurem més endavant, cosa que d’alguna manera podria facilitar-ne
la deteccio.

3.3. Classificacié6 dels biomarcadors segons la seva aplicacio

Atenent a la seva aplicacid, podem classificar els marcadors en diferents cate-
gories, també avui ampliament acceptades, a saber:

— Marcadors de predisposicié o de cribratge: en aquest grup trobarem els mar-
cadors que poden predir la probabilitat que un subjecte asimptomatic pateixi una
malaltia concreta, encara que no necessariament la desenvolupi.

— Marcadors de diagnostic: ens indiquen si un pacient esta afectat o no d’'una
malaltia concreta. Un biomarcador de diagnostic ha de ser capa¢ de determinar
una malaltia especifica de manera inequivoca, particularment en aquells pacients
que no presenten simptomes.

— Marcadors de pronostic: indiquen pronostic, o sigui, ens assenyalen quin
sera el curs o I'evolucié d'un pacient ja diagnosticat d'una malaltia especifica, nor-
malment seguint el tractament habitual.

— Marcadors predictius, o terapéutics o de resposta a tractament: contribuei-
xen a determinar quins pacients son susceptibles de beneficiar-se més de les dife-
rents opcions terapeutiques.
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3.4. Procés de descobriment de nous biomarcadors

Classicament, les fases de descobriment de nous biomarcadors (biomarker
pipeline) son tres: fase de descobriment, fase de verificacid i fase de validacio, que
tenen lloc abans de I'avaluaci6 clinica final, que condueix a la implantacié del nou
biomarcador en la practica clinica, després de I'aprovacié per les agencies regula-
dores, com sén ’Ageéncia Europea del Medicament (EMA, de I'anglés European
Medicines Agency), per als paisos d’Europa, o ’Administracié d’Aliments i Far-
macs (FDA, de I'angles Food and Drug Administration), en el cas dels Estats
Units d’Ameérica (Rifai, Gillete i Carr, 2006).

En la fase inicial o fase de descobriment, s’utilitzaran métodes analitics diver-
sos per a identificar noves molecules o biomarcadors de qualsevol tipus que esti-
guin diferencialment expressats en dos grups simples, amb la maxima homogenei-
tat possible cadascun com podrien ser individus sans i pacients afectats d’'una
malaltia concreta. En aquesta fase inicial, el nombre de mostres analitzades acos-
tuma a ser baix (de 5 a 10 mostres per grup), mentre que el nombre de molécules
identificades com a expressades diferencialment pot situar-se entre desenes o
centenars. En aquesta primera fase, 'error acostuma a ser elevat, sobretot degut a
la suposada diferéncia en les molecules poc abundants, per la baixa precisi6 en la
quantificacié i també pel nombre reduit de mostres analitzades. Per aix0, en aca-
bar aquesta primera fase de descobriment, les noves molecules s’anomenen can-
didats a biomarcador, perd no encara biomarcadors (Rifai, Gillete i Carr, 2006).

La segona fase del procés de descobriment de biomarcadors o fase de verifica-
ci6 és de gran importancia com a transicio entre la fase inicial de descobriment i la
fase final de validacié (Parker i Borchers, 2014). L’objectiu principal d’aquesta fase
és prioritzar, a partir de la llarga llista de candidats identificats en la primera fase de
descobriment, aquells que tenen més probabilitat d’entrar en un assaig clinic i que,
per tant, puguin justificar la gran inversio a fer per a participar en la darrera fase de
validacid. El nombre de candidats seleccionats sera, doncs, verificat en una amplia
quantitat de mostres (entre 30 i 100 mostres), i s'incloura en aquesta ocasié més
diversitat entre els casos i els controls, amb la finalitat de confirmar la sensibilitat
del candidat al biomarcador i comengar a determinar-ne I'especificitat. En aquesta
fase es requerira I'is de técniques quantitatives multiplexades.

La darrera fase o fase de validaci6 requereix una gran inversio, a la vegada que
un temps considerable. Se centra només en uns pocs candidats que hagin mostrat
més possibilitats en la fase anterior i s’hauran de validar en un gran nombre de
mostres (100 mostres, aproximadament). La composici6 del grup de mostres ha
de reflectir tota la diversitat dels multiples problemes de salut de la poblacié ob-
jecte de I'estudi. En aquesta fase es requerira també una quantificacié absoluta-
ment precisa que permeti la comparacié i diferenciaci6 entre les variables que hi
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pugui haver en les mostres analitzades (Parker i Borchers, 2014). Finalment, es
procedira a una darrera avaluacié en un nombre elevat de mostres cliniques,
abans de procedir a la sollicitud de la llicéncia, que hauran d’atorgar les agencies
reguladores.

Malgrat els grans esforgos fets pels investigadors i academics i per la industria,
de les grans inversions acumulades en la cerca de nous marcadors, dels milers de
publicacions cientifiques anunciant les identificacions de marcadors en un extens
reguitzell de malalties de tot tipus, molt pocs d’aquests candidats acaben re-
bent les aprovacions de les agencies reguladores. En els darrers anys, només el
Pro2PSA per al cancer de la prostata, la proteina E4 en combinacié amb el CA-125
(ROMA) iOVALI (panell de 5 proteines) per al cancer d’ovari i la degradacié dela
fibrina/fibrinogen per a monitorar la progressié del cancer colorectal han rebut
I'aprovacié de la FDA (Ioannidis, 2013).

3.5. Caracteristiques dels biomarcadors

El biomarcador ideal seria el que puguem obtenir mantenint el maxim con-
fort del pacient, és a dir, el que sigui no invasiu o minimament invasiu, i sobretot,
també, que mostri una bona especificitat, sensibilitat, reproductibilitat, objectivi-
tat i que pugui ser facilment quantificable a un cost economic raonable.

Entenem per sensibilitat la capacitat de donar com a casos positius els casos
realment malalts. La sensibilitat caracteritza la capacitat de la prova per a detectar
la malaltia en subjectes malalts.

o VP
Sensibilitat: — |
VP + FN

en qué VP serien els veritables positius i FN els falsos negatius.

Entenem per especificitat la capacitat de donar com a casos negatius els casos
realment sans, és a dir, l'especificitat caracteritza la capacitat de la prova per a de-
tectar 'abséncia de la malaltia en subjectes sans. L’especificitat d’'una prova repre-
senta la probabilitat que un subjecte sa tingui un resultat negatiu en la prova.

. VN
Especificitat: ———,
VN + FP

en qué VN serien els veritables negatius i FP els falsos positius.

La sensibilitat és la fraccid de veritables positius i 'especificitat és la fraccio de
veritables negatius. No obstant aixo, cada prova tindra més o menys percentatge,
tant en especificitat com en sensibilitat, depenent del punt de tall. El millor seria
que no se superposessin i que, en fer un test, només obtinguéssim verdaders posi-
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tius i verdaders negatius, pero normalment no és aixi. Per aixo, I'important és co-
neixer l'especificitat i la sensibilitat de cada estimador que usem.

3.6. Mostres cliniques per a obtencioé dels biomarcadors

Les mostres cliniques a partir de les quals obtindrem els biomarcadors sén al-
tament diverses, en funcié del que es vulgui obtenir, a la vegada que si els marca-
dors del nostre interés son de diagnostic precog, de seguiment de 'evolucié clini-
ca dels pacients, de prediccié de resposta a unes terapies, etc., alguns tipus de
mostres tindran avantatges o inconvenients si les comparem amb d’altres. Per
aixo analitzarem, en primer lloc, les diferents mostres biologiques que es poden
obtenir i, posteriorment, les correlacionarem amb la finalitat precisa per a la qual
es vulgui disposar d’aquestes.

3.6.1. Mostres de teixit

Les mostres de teixit, ja siguin obtingudes per biopsia o per cirurgia, son les
més comunament utilitzades com a mostres cliniques per al procés de descoberta
de nous biomarcadors. Un dels principals avantatges que trobarem en I'tis de
mostres de teixit (per exemple, un teixit tumoral) és que la concentracié dels
eventuals marcadors sera probablement més elevada en aquest teixit afectat que
la que podria trobar, per exemple, en un fluid biologic, en el qual els biomarca-
dors estarien probablement més diluits. A més a més, en una mostra de teixit els
biomarcadors es podran analitzar en el seu entorn cellular natural (utilitzant una
serie de técniques de mesura in situ), a la vegada que es podran comparar directa-
ment amb els valors del mateix teixit adjacent considerat «normal», que represen-
tara el seu control apropiat. El fet de disposar de peces quirurgiques, per exem-
ple, de tumors extirpats també ens permet correlacionar els biomarcadors amb el
teixit d’origen de manera fefaent. L’inconvenient més important que tindrem a
I’hora de treballar amb aquest tipus de mostres és que s’han d’obtenir per proces-
sos invasius per al pacient. Aixo dificultara molt la fase final de validaci6 dels mar-
cadors, en la qual el nombre de mostres ha de ser elevat. Un altre inconvenient
que trobarem en aquestes mostres és la ja demostrada heterogeneitat tissular (en
I'exemple del cancer és un fet ben demostrat i que invalida molta recerca feta pre-
viament, quan es considerava els tumors com a entitats homogenies). En els dar-
rers anys, I'ts de la microdisseccié amb laser ha permes resoldre parcialment el
problema de I’heterogeneitat tumoral, i ha aconseguit dissecar i analitzar només
les zones afectades per la malaltia del nostre interés, sense contaminar la mostra
amb altres tipus cellulars. Aquesta tecnologia també ens permet disposar dels
grans arxius de mostres de teixits en parafina dels serveis d’anatomia patologica
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emmagatzemats als hospitals des de fa ja bastants anys (ho veurem més endavant,
quan tractem la descoberta dels microRNA com a marcadors) (Gustafsson, Arentz,
Hoffmann, 2015). De manera molt menys estesa que els bancs de mostres parafi-
nades, molts hospitals han estat constituint en els darrers anys bancs de teixits
d’interes congelats a —80 °C, fet que permet aplicar-hi técniques no viables amb
els blocs de parafina mantinguts a temperatura ambient.

3.6.2. Sang

El plasma i el sérum sanguinis son les mostres més adients per a la identifica-
cié de biomarcadors, sobretot per la gran facilitat en la seva obtencié de manera
minimament invasiva, el que permetra, també, analitzar els biomarcadors en di-
ferents punts del procés biologic que ens interessi monitorar. Sera, doncs, la
mostra més usada en les fases posteriors (verificacié i validacio) al descobriment
dels biomarcadors. Es ben sabut que la sang esta en contacte amb tots els teixits
de 'organisme. Aix0 suposa que, a la sang, molt probablement hi trobarem els
productes de secreci6 (proteines, principalment) de la majoria dels teixits. En el
cas concret de les proteines, hem de saber que aquestes també presenten un gran
problema, sobretot si llurs concentracions sén baixes degut a I'elevat rang dina-
mic, de més d’onze ordres de magnitud, quan ens referim a la seva abundancia a
la sang. La presencia a la sang de proteines molt abundants, com és el cas de I'al-
bimina, que és d’uns 35-50 mg/ml en un total de 70 mg/ml de proteines totals,
pot emmascarar biomarcadors potencials, ates que els dilueix molt considerable-
ment fins a rangs de ng/ml i fins i tot més (les citocines, per exemple, i moltes al-
tres proteines estan presents a nivells de pg/ml) (Anderson i Anderson, 2002). El
fet de trobar-les en sang dona un valor clinic molt important, ja que facilita la
recerca del marcador tant en el cribratge poblacional com en el seguiment de
malalts tractats.

3.6.3. Fluids proximals

A diferencia del que passa amb la sang, els anomenats fluids proximals sén
biofluids en contacte directe amb els teixits i, en conseqiiéncia, amb el lloc on es
troba la malaltia. Aixo els converteix en una font molt atractiva, a partir de la qual
es poden identificar nous biomarcadors, ja que, com que envolten tots els teixits
afectats, de ben segur que els productes de secrecié d’aquests passaran al fluid, on
podran ser identificats (Rifai, Gillete i Carr, 2006).

Entre aquests fluids, hi ha el liquid cefalorraquidi, en el qual trobarem reflec-
tida la fisiopatologia dels processos intracranials; la mateixa orina, on segurament
podrem trobar marcadors de la patologia urologica i andrologica; el fluid ascitic
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abdominal, en que hi podria haver marcadors de cancer d’ovari, o el liquid amni-
otic, en el cribratge maternofetal, etc. Altres liquids menys utilitzats fins al mo-
ment present, pero que cada dia guanyen protagonisme en el moén dels biomarca-
dors son, per exemple, la saliva, important en I'aillament de marcadors dels
cancers de cap i coll, les llagrimes, etc. La utilitzacié d’aquests fluids presenta tam-
bé les seves limitacions, ja que les quantitats del liquid i també les concentracions
dels eventuals marcadors poden ser molt baixes i, per tant, pot acabar sent dificil
la identificacié de bons marcadors. L’orina presenta uns avantatges oposats a
aquests inconvenients, ja que es pot obtenir de manera no invasiva, en grans
quantitats, i és, per tant, ideal per a totes les fases de desenvolupament d’un bio-
marcador. Els cancers de prostata i de bufeta son les patologies principals en les
quals s’utilitza I'orina per a identificar marcadors (en parlarem més endavant).

En la patologia ginecologica, principalment (pero no exclusivament) uterina,
i sobretot en el cancer d’endometri, s’utilitza ampliament el liquid uteri, obtingut
a través d’'una biopsia per aspiracié amb una pipeta de Cornier per a identificar-hi
marcadors de diferents tipus, pero principalment genodmics i proteomics (Pérez-
Sanchez et al., 2013) (en parlarem detalladament més endavant).

4. MARCADORS EN EL CANCER DE PROSTATA
4.1. Elmodel

La prostata és un organ d’estructura glandular i fibromuscular que se situa, en
I’home, en la base de la pelvis, per sota de la bufeta urinaria i travessant longitudi-
nalment la uretra. Anatomicament, a la prostata es distingeixen tres zones: perife-
rica (ZP), central (ZC) i de transici6 (ZT). La ZT representa el 20 % de la part
glandular i esta formada per un petit conjunt de conductes que procedeixen d’un
mateix punt d’'unid entre els segments proximal i distal de la uretra, que la traves-
sa de dalt a baix. Aqui és on té lloc principalment la hiperplasia benigna de prosta-
ta (HBP). La ZC és la part menys abundant de la prostata, representa un 5 % de la
massa glandular i envolta els conductes ejaculadors. La ZC conté glandules amb
caracteristiques morfologiques i histologiques que sén absents en les altres dues
zones. La ZP és la més abundant de la prostata, conté el 75 % del teixit glandular i
és on s’origina principalment el cancer (McNeal, 1968).

Histologicament també trobem una zona glandular i una de no glandular que
se situen dintre de la capsula prostatica. La part glandular esta constituida per un
epiteli glandular que forma acins i conductes prostatics, responsables de la funci6
prostatica, que és la sintesi i 'acumulacio del fluid prostatic. Aquest s’expulsara en
el moment de I'ejaculacid, conjuntament amb la resta de fluids seminals. El fluid
prostatic el fabriquen les cellules secretores dels acins i conductes de la regié glan-
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dular. Els principals components del fluid prostatic sén I'antigen prostatic especi-
tic (PSA, de I'angles prostate specific antingen) i'enzim PAP, produits per cellules
secretores de totes les zones de la prostata; el pepsinogen II i 'activador del plas-
minogen tissular, produits normalment per la ZC, i la lactoferrina, que és produi-
da especificament per la ZC.

El PSA és una serina proteasa que fou identificada per primera vegada 'any
1966 en el liquid seminal, motiu pel qual en aquell moment fou anomenada gam-
ma seminoproteina. La seva rellevancia com a marcador tumoral no fou establerta
fins al 1979, quan es va poder determinar la seva especificitat de teixit. Posterior-
ment, la FDA en va aprovar el seu s com a marcador de recurrencia del cancer de
prostata en pacients en tractament. Actualment, s’utilitza com a marcador de di-
agnostic, i els nivells de PSA serics superiors a 4 ng/ml es consideren indicadors
de la necessitat de practicar una biopsia prostatica (Pienta, 2009).

El cancer de prostata és actualment la segona causa de mort per cancer en els
homes. En paisos desenvolupats representa un 15 % dels cancers dels homes, men-
tre que baixa fins a un 4 % en els paisos en desenvolupament. Dintre de la mateixa
Europa conviuen grans diferéncies en les incidéncies regionals d’aquesta malaltia.

Des de la introduccié del test de PSA seric a final dels anys vuitanta del segle
passat, la deteccié de nous casos de cancer de prostata augmenta sensiblement;
aquests diagnostics es feren, en moltes ocasions, en estadis més inicials del desen-
volupament de la malaltia, i es podria dir que, essent tractats abans, molts d’aquests
pacients tingueren una evoluci6 millor. Nogensmenys, la mesura del PSA seric ha
mostrat també les seves limitacions, ja que li manca I'especificitat de diagnostic i
el valor pronostic —és incapag de distingir entre un cancer indolent i un de molt
agressiu. A la vegada, quadres benignes d’inflamacio, per exemple, com so6n la
prostatitis o la mateixa HBP, poden mostrar també uns valors de PSA seéric alta-
ment elevats. Aquesta falta d’especificitat s’associa també amb I'augment de la ne-
gativitat d’'un gran nombre de biopsies prostatiques i amb un sobrediagnostic de
molts tumors indolents o de baix grau, que aniran seguits d’'un augment també
considerable de tractaments excessius o sobretractaments (Carter et al., 2012).
EI PSA, pero, és especific de la patologia prostatica. Cap altre cancer augmenta els
nivells de PSA en sang.

Encara avui, i després de nombrosos assajos clinics aleatoris (Stattin et al.,
2014), el cribratge massiu del cancer de prostata a través de les mesures de PSA
seric continua sent un tema for¢a controvertit, motiu pel qual s’han anat intro-
duint diverses modificacions a la mesura directa del PSA en el serum; entre les
més habituals i més precises, hi trobariem la mesura de la densitat del PSA, la dela
ratio entre el PSA lliure i el total, I'estimacio de la velocitat d’augment del PSA o el
temps de duplicacio dels valors del PSA, etc. Totes aquestes mesures, no obstant
aixo, presenten també llurs limitacions.
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El tacte rectal (digital rectal examination) consisteix a realitzar la palpacié di-
recta de la prostata, en concret de la zona periférica posterior, que és accessible
per via rectal. Aquesta exploracié permet obtenir una estimacio6 bastant precisa de
la grandaria de la prostata, aixi com de la textura de la seva superficie posterior
(I'tnica accessible per via rectal). La preséncia en la palpaci6 de zones de superfi-
cies dures i irregulars seria indicadora de la possible existéncia d’un cancer en
aquella zona (Basler, 2001). La sensibilitat del tacte rectal és també limitada, per-
que no tots els cancers es manifesten amb una textura diferent a la del teixit pros-
tatic normal. També té una baixa precisié en la localitzacio del tumor i esta sub-
jecta a una gran variabilitat interobservador, fins i tot entre urolegs amb molta
experiéncia (Smith i Catalona, 1995).

La biopsia prostatica guiada per ecografia transrectal amb anestesia local es
considera, ara, la prova diagnostica definitiva del cancer de prostata. Aquesta pro-
va té molts avantatges, si la comparem amb altres sistemes d’imatge, ja que no
s’irradia el pacient, el cost és baix i la proximitat de la zona periférica posterior de
la prostata es troba just davant del recte, per la qual cosa I'accés és facil i precis.
Des de la primera descripcio, 'any 1989, el conegut esquema de «sextants» de
Hodge, la tecnica ha anat millorant i modificant-se per a augmentar-ne I'especifi-
citat. De les sis punxades inicials (apical, mitjana i basal, a dreta i esquerra), s’ha
anat augmentant, primer, a dotze i, després, a divuit. Actualment, hi ha assaigs
clinics amb moltes més punxades, amb la finalitat de disminuir o d’eliminar els
falsos negatius.

El tractament del cancer de prostata depén de la presentacio de la malaltia, en
particular, de I'estadiatge i del grau del tumor, aixi com també de I'edat del pa-
cient, de les comorbiditats, les preferéncies personals, etc. En la majoria dels ca-
sos, el cancer de prostata és d’evolucio lenta, i, si és diagnosticat molt aviat, la
prostatectomia radical és un tractament d’eficacia elevada, sobretot quan és organ
confinat, o sigui, que no ha excedit els limits de la capsula. En moltes ocasions,
principalment en pacients d’edat avancada i en els casos de tumors poc agressius,
la vigilancia activa pot ser el tractament d’eleccid a seguir. En resum, en els can-
cers de prostata localitzats, aproximadament en el 29 % es fa una vigilancia activa,
un altre 33 % es beneficia de la radioterapia, mentre que en el 38 % dels casos es
procedeix a fer una prostatectomia radical.

En els casos de presentacid avancada, amb afectacié de noduls limfatics i me-
tastasis ossies, com que és totalment ineficient la prostatectomia radical, es proce-
deix a tractar els pacients amb terapies combinades, que inclouen I'ablaci6 andro-
genica, també la radioterapia i la quimioterapia, quan aquests tumors ja deixen de
respondre a la castracié quimica (o ablacié androgenica) i es converteixen en
androgen-independents. En aquests casos, en el termini de dos anys, la majoria
desenvoluparan metastasis ossies. Amb la finalitat de proporcionar elements ob-
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jectius que ajudin els metges en la presa de decisions, es considera critic poder
disposar de bons marcadors que ajudin a diferenciar els tumors agressius que des-
envoluparan metastasis dels que son indolents, i que, en moltes ocasions, no ne-
cessitarien cap tractament (Mitin et al., 2013).

4.2. Marcadors de morfologia: I'index de Gleason en el cancer

Els marcadors morfologics, en la majoria dels casos, sén probablement els que
sutilitzen des de fa més temps. S6n ben conegudes les técniques de tincio tissular
amb hematoxilina i eosina. La primera fou introduida ja I'any 1865 per Bohmer i
el 1875 també per Fischer. Deu anys més tard, Wossowzky va comengar a fer ser-
vir la mescla d’hematoxilina i eosina com a meétode de tincio dels teixits, per a po-
der, aixi, estudiar-ne 'estructura microscopica.

El microscopi ja havia estat inventat a mitjan segle xvI, concretament 'any
1538, per Zacharias Janssen, als Paisos Baixos. Al llarg dels segles segiients, molts
investigadors van anar modificant i millorant aquests microscopis inicials, entre
ells, el mateix Galileu, que l'utilitza en els seus estudis sobre la natura. Més tard,
també 'angles Robert Hooke va realitzar diversos experiments que va publicar en
el seu llibre Micrographia (1665), amb tots els dibuixos de les seves observacions.
També a mitjan segle xv11, Anton van Leeuwenhoek, comerciant holandes, va fer
servir microscopis de fabricacié propia per a descriure protozous, bacteris, glo-
buls rojos, espermatozous, etc. Tot i no pertanyer a cap estament professional re-
lacionat amb la medicina o la biologia, se’l considera, encara ara, el fundador de la
bacteriologia.

La conjuncié de les tincions tissulars per hematoxilina i eosina i la seva obser-
vacié amb microscopis cada vegada més perfeccionats va permetre que els morfo-
legs poguessin estudiar els teixits, les formes d’aquests, etc., de manera ja molt
acurada, i anar correlacionant les diferents entitats patologiques amb les seves es-
tructures microscopiques. Aquest fou el naixement de I'especialitat medica cone-
guda com a anatomia patologica o anatomopatologia. La paraula patologia proce-
deix del grec, ‘estudi’ (logos) ‘del patiment o dany’ (pathos). El metge italia
Giovanni Battista Morgagni es considera el fundador de I'anatomia patologica
moderna, i la seva obra De sedibus et causis morborum per anatomen indagatis
(1761) (Morgagni, 1820) és una de les més importants dins del camp de la litera-
tura meédica. En aquesta obra s’emfatitza no solament en I'estudi de la forma de la
malaltia (o morfologia, anatomen indagatis), siné també en I'estudi de la causa (de
sedibus et causis).

He volgut fer esment d’aquestes «velles» técniques per a fer palesa la seva total
vigencia en el procés diagnostic actual. En cap cas la morfologia, entesa de la ma-
teixa manera que es va entendre fa dos segles i mig, ha deixat de ser indispensable.
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El millor exemple que continua sent dus diari dels patolegs és 'index de Gleason,
indicatiu del grau histologic, utilitzat com a marcador de pronostic del carcinoma
de la prostata.

Donald F. Gleason (1920-2008) fou un metge i patoleg nord-america format a
la Universitat de Minnesota, i que ocupa un lloc rellevant en la historia de la me-
dicina i de la patologia, degut a la descripci6 que va fer del marcador morfologic
que, des de 1966 fins als nostres dies, permet determinar de manera molt precisa
I'evolucié d’un carcinoma de prostata. L’any 1962, quan Gleason treballava al
Minneapolis VA Medical Center, el cap del Servei d’Urologia, George Mellinger,
que liderava, a més a més, un consorci urologic de catorze hospitals nord-ameri-
cans, demana a Gleason que intentés desenvolupar un sistema per a mesurar
I'evolucié del cancer de prostata, atés que no existia cap marcador que pogués
predir si aquell tumor seria agressiu, molt agressiu, si es disseminaria rapidament
o si, al contrari, seria indolent i d’evolucié molt lenta i/o no invasiva. Aquesta
manca de criteris pronostics objectius, ja en aquell moment, va confondre els uro-
legs en la determinacié de quin havia de ser el tractament més adient. Encara que
existissin ja sistemes de classificacié dels tumors, aquests no suggerien cap orien-
tacid terapeutica basada en elements objectius.

En un periode inicial de quatre anys, Gleason va poder establir, el 1966, el
que és conegut com a index de Gleason, que, inicament amb marcadors de mor-
fologia, estableix una puntuaci6 predictiva molt precisa de I'evolucié que seguira
aquell tumor (Gleason, 1966). Gleason va suggerir analitzar dues zones diferents
del tumor (per a ser més representatiu de tot el tumor) i atorgar a cada zona una
puntuacié6 de 'l (arquitectura normal de la prostata) fins al 5 (maxima desestruc-
turaci6 de arquitectura prostatica). Per tant, la puntuaci6 aniria des de 2 punts
(1+1), que significaria estructura normal, fins a 10 punts (5+5), que voldria asse-
nyalar la preséncia de la maxima destrucci6 de la prostata normal, o sigui, pitjor
pronostic o cancer més agressiu i més baixa probabilitat de sobreviure. Gleason
va establir el seu index analitzant les imatges patologiques de les mostres quirur-
giques de 270 pacients amb cancer de prostata, i correlacionant directament les
troballes estructurals amb les dades cliniques d’evolucio, sobretot les de supervi-
veéncia. Aquest estudi inicial de 1966 fou corroborat per ell mateix i el seu grup,
posteriorment, en una cohort de més de 4.000 pacients, pero també ho ha estat
per grups de patolegs de tot el mén en els anys segiients. L’index de Gleason es va
anar utilitzant a discreci6 dels urolegs, fins que I'any 1987 la majoria d’experts de
tot el mon en van recomanar obertament el seu as. Aixo va coincidir amb I'apari-
ci6 de la mesura del PSA ala sang, que semblava, en aquell moment, que implica-
ria el final de I's de I'index de Gleason, ates que la mesura d’'un marcador en
sang per un metode immunologic semblava més rapida i economica. El resultat
fou tot el contrari: I'as de I'index de Gleason i del test de mesura del PSA es van
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complementar i esdevingueren, conjuntament, el métode d’eleccid en el pronos-
tic del cancer de prostata.

Esimportant esmentar la total vigéncia de 'index de Gleason, que es continua
utilitzant a tots els centres que avaluen patologia prostatica.

4.3. Analisi de Pexpressio génica diferencial en cancer: els inicis

En I'inici d’aquesta memoria, hem donat una definicié ampliament acceptada
de biomarcador. El definiem com la caracteristica que es pot mesurar objectiva-
ment i que ens indica la preséncia o 'abséncia, en 'organisme que estem estudiant,
d’un fenomen biologic normal o patologic (malaltia), o que ens pot assenyalar,
també, si hi ha una bona o mala resposta farmacologica davant d’un tractament
administrat, etc. Aquesta definici6 inclou la preséncia o 'absencia de qualsevol
molecula de tipus divers que es correlacioni amb I'existéncia d’un fenotip precis,
que pot ser, en oncologia molecular, la preséncia o I'absencia d’un tumor.

Acabant quasi el primer quart del segle xx1, tenim ja diferents tecniques d’alt
rendiment (genomica, transcriptomica, proteomica, metabolomica, etc.) que ens
permeten analitzar massivament la preséncia en mostres biologiques de moltes
molecules diverses (biomarcadors), les quals ens indiquin la preséncia o no de la
malaltia que estem estudiant. Trenta anys enrere, quan encara no disposavem de
les tecniques esmentades, els procediments per a aillar aquests biomarcadors eren
meés artesanals i complicats.

Com ja hem explicat anteriorment, I'origen dels tumors solids, per exemple,
consisteix en la transformacié neoplasica d’alguna céllula, que abandona el seu
fenotip epitelial per endegar una transicié epitelial-mesenquimatica (TEM) i en-
tra en una successié de mitosis repetides tot obviant els mecanismes de control
del cicle cellular. Les causes d’aquest procés son multiples (i no les esmentarem, ja
que no formen part d’aquest discurs), pero en la majoria dels casos redundaran en
un genotip «tumoral» i, per tant, en una expressio génica diferencial anormal i
responsable del fenotip transformat o fenotip tumoral.

De manera que la successio seria que la transformaci6 neoplasica consisteix
en una série de canvis moleculars que porten a una divisié (o multiplicacid) des-
controlada de la céllula (ja sigui epitelial o mesenquimatica), que té com a con-
seqiiéncia el creixement de les cellules —que arriben a constituir una massa
tumoral. La TEM s’adquireix per la necessitat d’invasié dels teixits normals que
envolten el tumor.

En 'exemple anterior, hem parlat de les modificacions morfologiques o ar-
quitecturals que apareixen en 'evolucié del cancer de prostata, i hem revisat el
que és 'index de Gleason i la seva validesa, encara actualment, en 'establiment del
pronostic d’aquest tipus de cancer. Ara volem presentar-vos alguna de les estrate-
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gies emprades en el passat per a aillar i analitzar els transcrits que apareixen en
cellules transformades (o canceroses) comparant-los amb els transcrits que apa-
reixen en cellules no transformades (o normals).

Les mostres de teixit s’obtenen mitjangant la cirurgia, ja sigui prostatectomia
radical (per a obtenir teixit de cancer de prostata), adenomectomia (per a obtenir
teixit ' HBP, que es podra utilitzar com a control), cistoprostatectomia (per a ob-
tenir teixit normal, també de control) o extraccié d’organs post mortem (per a
obtenir també teixit prostatic normal). Les mostres son congelades en espera de
Iestudi anatomopatologic posterior. Aquest es fara sobre talls transversals seriats
de tota la superficie de la prostata per a localitzar, mitjancant la tincié amb hema-
toxilina i eosina, la zona precisa on es troba el tumor (farem servir una plantilla de
plastic transparent per a ubicar les diferents seccions de teixit analitzades i poder
retrobar, posteriorment, la zona tumoral en el bloc de teixit congelat). Una vegada
identificades les mostres tumorals en els blocs congelats, procedirem a I'extraccio
de ’'RNA total de mostres aparellades de tumor i teixit no tumoral adjacent, a tra-
vés d’algun dels metodes classics. Per a 'obtencié posterior dels mRNA, utilitzem
un kit de purificacié comercial que combina les propietats de tiocianat de guani-
dina (GTC, de I'anglés guanidine thiocyanate) amb la selectivitat de 'oligo (dT)-
cellulosa. L’ts d’una solucié rica en GTC garanteix una inactivacié rapida de les
RNasa endogenes i, adhuc, la perfecta preservacié dels mRNA. La sintesi final del
DNA complementari (cDNA) es duu a terme mitjangant una retrotranscripcio
per I'enzim retrotranscriptasa MoMLYV, utilitzant com a encebador un oligo (dT).

L’analisi posterior dels cDNA expressats diferencialment es fara mitjangant
una electroforesi comparativa de tots els cDONA obtinguts després de ser marcats
arbitrariament amb P33 dATP, a través d’una reacci6 en cadena de la polimerasa
amb transcriptasa inversa (RT-PCR, de I'angleés reverse transcription-polymerase
chain reaction), que utilitza com a encebador un unic nucleotid a 'atzar fet a baixa
temperatura, que ens permetra obtenir un patré de bandes reproduibles en les
mostres a comparar (es coneix, en terminologia anglosaxona, com a RNA-based
arbitrarily-primed PCR o RAP, o simplement com a differential display). Aquests
productes es resoldran en una electroforesi de 6 % d’acrilamida i urea 8M i, des-
prés de ser assecats, seran revelats per exposicio a un film sensible. La radiografia
ens permetra identificar les bandes diferencials i, prévia superposicioé d’aquesta al
gel assecat, podrem identificar la ubicacié de les bandes d'interés i retallar-les amb
un bisturi. Les posteriors elucid, subclonacid, transformacio bacteriana i obtencid
massiva del DNA clonat ens permetran acabar la seva seqilienciacid i arribar a co-
neixer el gen o els gens sobreexpressats o infraexpressats en les mostres tumorals
quan s6n comparades amb les no tumorals.

Aquest procediment ens va permetre, 'any 1997, aillar un nou gen, que vam
anomenar proteina sobreexpressada en cancer de prostata (PTOV1, de I'angles
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prostate-tumor overexpressed 1) (Benedit et al., 2001), i des de llavors i al llarg de
tots els anys posteriors s’ha pogut demostrar, pel nostre grup i per d’altres, que és
un gen altament expressat en els cancers de prostata més agressius i amb pitjor
pronostic clinic. També se sobreexpressa en els tumors resistents a la quimiotera-
pia, principalment als taxans. El PTOV 1 indueix la TEM i promou la sobreexpres-
si6 d’altres gens, com so6n el c-Jun, I'Snaill i la proteina vimentina, i la infiltracié
del tumor als teixits veins. La seva expressio també indueix 'aparicié de metasta-
sis (Canovas et al., 2017).

4.4. Identificacié de marcadors en l'orina: un recurs important
per a diagnosticar patologies de la prostata

Com ja hem comentat anteriorment, els nivells sérics elevats de PSA, conjun-
tament amb un tacte rectal positiu, ens indicaran amb molta probabilitat la pre-
sencia d’un cancer de prostata (CP). El diagnostic sera posteriorment confirmat
mitjangant una biopsia prostatica guiada per ecografia transrectal. L’avaluacio
d’aquests dos marcadors constitueix, basicament, el cribratge del CP al qual tots
els homes d’edat superior als cinquanta anys sense antecedents familiars haurien
de sotmetre’s anualment. Es un metode considerat molt efectiu, a pesar que les
causes de I'elevacio del PSA séric poden ser degudes també a la preséncia d’'una
HBP considerable o també a una prostatitis cronica. La conclusid és que només
entre un 30 % i un 40 % de pacients avaluats aixi acabaran sent diagnosticats de
CP per biopsia. Aquests pacients hauran de ser biopsiats repetidament si mostren
de manera persistent nivells seérics de PSA elevats. Aixo és el que s’anomena dile-
ma del PSA.

Des de fa ja bastants anys es coneix que les cellules de la prostata es poden ob-
tenir de I'orina dels pacients, si préviament es practica el que s’Tanomena massatge
prostatic, que no és altra cosa que exercir una pressio sistematica a la zona periferi-
cade la prostata mitjangant la practica d’un tacte rectal. Aquesta técnica va perme-
tre encetar una nova via de diagnostics de patologies prostatiques; s’intentava
identificar productes varis de la glandula correlacionant llur presencia i variacions
quantitatives amb les patologies que s’havien d’estudiar, i es podien obtenir facil-
ment grans quantitats d’orina de manera no invasiva. El gen de I'antigen del cancer
de prostata 3 (PCA3, de 'angles prostate cancer antigen 3), aillat préviament en
teixit de CP, va ser utilitzat inicialment com a marcador de CP en céllules prostati-
ques aillades en les orines dels pacients, i es va aconseguir una sensibilitat i especi-
ficitat millors que les que presentava el PSA tot sol. Posteriorment, el nostre grup
va poder millorar la sensibilitat i I'especificitat del test combinant diversos biomar-
cadors en una PCR multiplexada, seguint el que ja s’havia practicat en diversos
tests de caracteritzaci6 dels CP en mostres de teixit (Rigau et al., 2010).
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Atesa la gran importancia que els falsos negatius i falsos positius tenen en el
camp de 'oncologia, el nostre objectiu fou intentar millorar aquests parametres i
aconseguir un test d’orina multiplexat de CP en el qual es pogués augmentar les-
pecificitat, mantenint la mateixa sensibilitat que el test del PSA, i poder determi-
nar quins pacients serien susceptibles de ser biopsiats. A la vegada, evitant aquest
gran nombre de biopsies innecessaries, s’obtindria un estalvi economic important
en el cost sanitari actual.

Tal com hem comentat anteriorment, atesa la multifocalitat i 'heterogeneitat
del CP, el fet de multiplexar diferents biomarcadors permet incrementar I'especifi-
citat sense perdre sensibilitat en el diagnostic del CP. Mitjangant una analisi trans-
criptomica per PCR quantitativa (QPCR, de I'angles quantitative polymerase chain
reaction) multiplexada, de 154 mostres (37 % amb CP) de sediments d’orines
de pacients obtingudes després d’'un massatge prostatic, vam determinar la utili-
tat de tres biomarcadors de CP: 'antigen de membrana especific de la prostata
(PSMA, de I'angles prostate-specific membrane antigen), present en les cellules epi-
telials de la prostata; la proteina G associada amb receptors d’odorants (PSGR, de
I'angles prostate-specific G-protein-coupled receptor), també sobreexpressada en
CP, iel ja esmentat PCA3 (RNA no codificant especific de la prostata). Els resultats
demostren que quan fixem la sensibilitat al 34 %, 'especificitat no supera el 17 % si
observem cada biomarcador de manera individual. La utilitat dels tres marcadors
millora notablement quan estudiem una subpoblacié que presenta nivells de PSA
en sang d’entre 4-10 ng/mli no tenim informaci6 d’una biopsia previa («zona grisa
del PSA»), en que, si es fixa la sensibilitat al 96 %, I'especificitat és del 50 %.

Els resultats obtinguts demostren que la combinacié de diferents biomarca-
dors proporciona més especificitat a la prova diagnostica, sense comprometre el
valor de sensibilitat del test. Aquesta prova de cribratge, juntament amb els valors
de PSA en sang i del tacte rectal, podria ajudar a determinar amb més especificitat
quins pacients s’hauran de sotmetre al cribratge definitiu de CP, mitjangant la bi-
oOpsia prostatica, fet que es traduiria en un cribratge més acurat, que, alhora, per-
metria una reduccié en el nombre de biopsies molt significativa (34 %) i suposaria
una millora qualitativa en la vida del pacient —ja que el procediment de la biopsia
prostatica és dolords i provoca un malestar important en el pacient—, aixi com un
estalvi economic molt rellevant per al sistema de salut (Rigau et al., 2011).

Amb aquests resultats, vam procedir al disseny del test de qPCR multiplexada
per a la seva comercialitzacio. Els valors de sensibilitat i d’especificitat eren sensi-
blement superiors als de I'inic test existent en aquell moment, que es basava tam-
bé en una qPCR, pero d’un tinic marcador (PCA3). La minima coincideéncia entre
ambdues patents, pero, va acabar impedint la comercialitzaci6 del nostre test, tot i
ser més sensible i especific que el de PCA3.
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4.5. Descobriment dels microRNA: aire fresc en el camp dels biomarcadors
en oncologia

El descobriment dels microRNA (miRNA) al principi dels anys noranta del
segle passat en el Caenorhabditis elegans va iniciar una nova etapa en la recerca en
cancer, degut a les noves aplicacions, tant en el diagnostic com en les terapies, que
ben aviat es van poder establir (Lee, Feinbaum i Ambros, 1993).

Inicialment, els miRNA no es van considerar uns actors biologics amb rols
importants, sobretot quan es comparaven amb els RNA missatgers (mnRNA). Els
miRNA constitueixen una classe ' RNA molt abundants, d’una longitud mitjana
de 22 bp, que sén transcrits perod no traduits en proteines (miRNA Base Release).
Apareixen molt conservats en I'evolucio i la seva funcié sembla de regulacié de
Iexpressio geénica, i representen un nou nivell de control dels mecanismes de trans-
missio de senyals implicats en multiples funcions cellulars. Aixi doncs, I'expressio
anomala dels miRNA podria tenir un impacte considerable en diversos proces-
sos de la biologia cellular que poden ser deleteris, i contribuir en el desenvolupa-
ment de malalties com el mateix cancer.

Els miRNA exerceixen la seva regulacié negativa tant per la via de degradacio
dels mRNA diana, quan s’uneixen a aquests en una complementarietat quasi per-
fecta, o per repressid postranscripcional de 'expressio de gens diana, quan s’hi
uneixen per complementarietat imperfecta. També s’ha pogut demostrar que els
miRNA podrien actuar com a activadors de 'expressio génica interaccionant amb
regions complementaries dels promotors, de les regions codificants, aixi com en
els 3'-UTR dels mRNA diana. Cada miRNA pot regular diversos mRNA, i aquells
son sovint millors dianes de les drogues que els mateixos gens o proteines (Yekta,
Shih i Bartel, 2004).

Fins avui, s’han pogut determinar moltes expressions aberrants o mutacions
d’miRNA en cancer, cosa que suggereix que aquests poden, doncs, actuar com
a oncogens o com a gens supressors de tumors. El primer descobriment d’'un
miRNA implicat en un cancer huma fou I'any 2002, quan es va correlacionar el
rol dels miR-15a i miR-16-1 amb la leucemia limfoide cronica. Nombrosos es-
tudis han pogut correlacionar també la implicacié de diversos miRNA amb la
resisténcia a les drogues en els tractaments de quimioterapia en el cancer (Calin
i Croce, 2006a).

Tecnicament, és també molt rellevant esmentar que els miRNA soén altament
resistents a la degradaci6 pels enzims RN Asa, fet que els fa mantenir-se molt esta-
bles en mostres de teixits exposades, a la vegada que també en mostres antigues
parafinades. Aquest és un detall important perque, a causa d’aquesta caracteristi-
ca, s’han pogut dur a terme molts estudis amb mostres tumorals d’arxius en para-
fina, correlacionant la presencial d’alguns miRNA amb Ievolucié clinica que el
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pacient va tenir. Coneixent, doncs, la implicacié d’aquests miRNA precisos, es
pot, prospectivament, utilitzar aquesta informacié per a predir 'evolucié de nous
pacients (Calin i Croce, 2006b).

Es ben sabut que els pacients afectats d’un cancer i que no el superen, en
un 95 % dels casos és a causa de les metastasis. L’aparicié d’aquestes, principal-
ment en els 0ssos, en els pacients afectats de CP representa una complicacié molt
greu i actualment sense cap tractament eficag; sorgeixen en un 70 % dels pacients
amb CP metastatic. Quan el tumor esdevé androgen-independent, és a dir, que no
respon a la privacié androgenica, el procés de disseminacié s’instaura rapidament
i els 0ssos s6n una destinacié important de les céllules tumorals. Aquest tipus de
tumor és multifocal, amb una heterogeneitat cellular, amb perfils genetics dife-
rents en les soques de cellules metastatiques, que tindran un gran impacte en l'efi-
ciéncia de la quimioterapia posterior. Les metastasis ossies tenen conseqiiencies
devastadores per als pacients, com sén dolor, hipercalcémia, sindromes de com-
pressio nerviosa, etc., i aquests tumors esdevenen totalment incurables (Weilbaecher,
Guise i McCauley, 2011).

Les céllules tumorals circulants que originen les metastasis ho podran fer amb
més o menys eficacia en funcié del microentorn que trobin, que pot ser favorable
o no a l'ancoratge i la posterior multiplicacié d’aquestes (teoria de seed and soil,
‘llavor i sol’, de Paget). Assumint que les cellules disseminades responsables de la
generaci6 de les metastasis en el moll de 'os provenen dels tumors primaris, les
estrategies de seleccié clonal en models preclinics de CP poden contribuir a gene-
rar coneixement util per a abordar, posteriorment, els possibles tractaments de les
metastasis amb més eficacia.

Com hem explicat al principi d’aquest capitol, els miRNA s6n importants re-
guladors de I'expressio genica i tenen la capacitat de regular molts gens a la vegada
i redirigir diverses vies biologiques. Ja hem comentat que aquests miRNA estan
apareixent com a eines de gran importancia en el diagnostic, pronostic i tracta-
ment de pacients amb cancer. La mateixa desregulacié de 'expressié de diversos
miRNA en céllules canceroses pot modular en sentit positiu o negatiu la progres-
si6 dels tumors, incloent-hi també el desenvolupament de les metastasis Ossies.

Diferents estudis, entre els quals el nostre, han permes identificar soques de
cellules de CP implicades en el desenvolupament de metastasis 0ssies en models
preclinics. Mitjancant injeccions intracardiaques de céllules de CP en animals
d’experimentacio, es van poder seleccionar les que originaven les metastasis amb
més eficacia, i, en un estudi posterior d’expressi6 génica amb técniques d’alt ren-
diment, es van seleccionar miRNA implicats en el desenvolupament de les metas-
tasis ossies en CP. L’evideéncia dels nous rols d’aquests miRNA permet suggerir el
disseny de nous tractaments dirigits, que probablement puguin arribar a ser més
eficacos que els actuals (Olivan et al., 2021).
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5. MARCADORS DEL CANCER D’ENDOMETRI
5.1. Elmodel

L’uter és 'organ reproductor cabdal en les femelles i fa la funci6 d’albergar els
embrions al llarg de tot el procés de gestacid. T¢é una coberta externa serosa (peri-
metri), la qual recobreix totalment estructura muscular principal (miometri),
que, en condicions d’abséncia de gravidesa, romandra encongida i replegada so-
bre si mateixa —mostrara la mida d’un puny tancat. Les seves parets son gruixu-
desitenen una gran capacitat de distensi6 per a poder incloure un fetus al llarg de
tota la gestacid; per tant, adquirira una grandaria i un pes considerables segons
I'espécie. L’uter esta recobert interiorment per un epiteli o endometri, on propia-
ment niara 'embrid. Aquest epiteli és altament canviant al llarg del cicle menstrual
(des de la seva total destruccid durant la menstruacio fins a la nova reconstruccio,
en només dues setmanes, que el deixa preparat per a la nidificacié del nou embrio),
gracies a la regulaci6 a la qual esta sotmes per les hormones ovariques de la repro-
duccié (estrogens i progestagens, principalment). Aquesta rapida reconstrucci6
en només dues setmanes fa palesos uns canvis massius en I'expressi6 génica en un
espai de temps molt curt, cosa que, en molts aspectes, s’assembla també al creixe-
ment neoplasic dels tumors.

El cancer uteri fou descrit per primera vegada per un metge bizanti d’Alexan-
dria anomenat Paul d’Aegina (625-690), el qual, en un compendi de set llibres de
medicina, feia, per 'época, una descripci6 exhaustiva del cancer en general, pero
del d’tter i de mama en particular. En aquell moment, aquest autor ja va descriure
I'extirpaci6 de I'iter com a terapia contra la patologia tumoral.

En l'actualitat, el cancer d’endometri és la quarta neoplasia més freqiient en la
dona en els paisos desenvolupats i el primer cancer més comu en el tracte genital
femeni. La incidencia mundial s’acosta als dos-cents mil nous casos diagnosticats
cada any. A I'Hospital Vall d'Hebron, on hem dut a terme principalment els nos-
tres estudis, se’n diagnostiquen uns vuitanta nous casos anualment. Tot i aquesta
alta incidéncia, aquest tipus de cancer mostra una baixa mortalitat (15 % dels ca-
sos diagnosticats), degut principalment a la seva detecci6 precog, associada a la
preséncia d’'una metrorragia. Aquesta deteccio6 precog i el fet que 'edat més fre-
qiient de presentaci6 sigui durant la menopausa, fa que la histerectomia o I'extir-
pacié quirargica de I'titer sigui una terapia d’eleccié altament curativa, llevat dels
casos en els quals s’hagi pogut produir ja una disseminaci6 a distancia. E1 97 % de
tots aquests tumors s’originen a partir de les glandules de I'endometri, motiu pel
qual reben el nom de carcinomes. El carcinoma d’endometri es classifica segons el
tipus histologic, i el tipus I o endometrioide (per la seva semblan¢a amb 'endo-
metri normal) és el més freqitent (85 %), mentre que el 15 % restant o de tipus IT o
no endometrioide agrupa el carcinoma papillar serés i el de cellules clares, prin-
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cipalment. El carcinoma endometrioide és hormonodependent i normalment ve
precedit per una hiperplasia simple i complexa. El de tipus IT 0 no endometrioide no
és hormonodependent ni esta precedit per lesions preneoplasiques precursores (Es-
teller i Reventds, 1996). Aquest model, anomenat dualistic, ha estat ampliament ac-
ceptat i continua sent vigent, encara que, amb 'acabament, el 2013, del projecte At-
les del Genoma del Cancer (TCGA, de I'anglés The Cancer Genome Atlas), molts
nous elements moleculars basats en la seqiienciacié dels gens implicats en la carci-
nogenesi del cancer d’endometri van permetre la realitzacié d'una nova classificacié
més precisa, sobretot en la consideraci6 de la presa de decisions terapeutiques. Les
analisis del TCGA, basades principalment en la seqiienciacié de la majoria dels gens
coneguts pel fet d’estar mutats en el cancer d’endometri, i centrades principalment
en els de tipus endometrioide i serosos, evidencien més heterogeneitat de la malal-
tia, amb la identificacié de quatre subgrups diferents moleculars i la proposta d’una
nova classificaci6 basada en una caracteritzacié genomica completa de tots els sub-
tipus de cancer d’endometri. En concret, es van estudiar 373 casos de cancer d’en-
dometri genomicament, transcriptomicament i també amb la definici6 dels seus
perfils proteomics (Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013).

Els quatre subgrups moleculars definits pel TCGA sén els segiients:

— POLE ultramutat (POLE ultramutated): aquest és el grup més petit (10 %,
aproximadament, dels cancers d’endometri endometrioides). Es caracteritza per
mutacions en el domini exonucleasa de POLE. Amb una carrega alta de muta-
cions i un pronostic excellent. Al voltant del 60 % dels POLE ultramutats s6n en-
dometrioides de grau alt.

— Inestabilitat de microsatellits (microsatellite instability): aquest grup es
caracteritza per la preséncia de metilaci6 del promotor MLH1 i també un grau
alt de mutacions. Els tumors son preferentment endometrioides i el gen PTEN
és el més comunament mutat. El pronostic és menys bo que en els POLE o in-
termedi.

— Baix nombre de copies (copy-number-low): s’'inclouen aqui els tumors en-
dometrioides de graus 1 o 2, amb baixa capacitat de mutacio, i afecta també, ma-
joritariament, el gen PTEN. Pronostic intermedi.

— Elevat nombre de copies (copy-number-high): en aquest grup trobem els
tumors serosos. La mutacid principal és en el gen TP53 i el pronostic és dolent.

Com ja hem comentat, el cancer d’endometri es detecta, generalment, en fases
inicials, quan el tumor esta encara confinat exclusivament a la cavitat uterina. Tot
i aixi, un percentatge considerable de pacients presenten recurreéncia, fins i tot
anys després del seu primer tractament. Es per aixo que és molt important poder
establir amb precisié quins serien els millors marcadors de pronostic i de predic-
ci6 de resposta als tractaments, amb la finalitat de poder fer la millor i més apro-
piada seleccio, tant dels tractaments primaris com dels coadjuvants.
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Els factors de pronostic del cancer d’endometri s’han dividit classicament en
intrauterins i extrauterins. Els intrauterins, o simplement, uterins, sén principal-
ment el tipus histologic, el grau histologic, la profunditat de la invasié del mio-
metri, la invasio vascular, la implicacié del coll uteri, la ploidia i 'estatus dels re-
ceptors hormonals. Entre els factors extrauterins més importants trobem la
citologia peritoneal positiva, la disseminacié anaxial, les metastasis limfatiques
regionals (ganglis pelvians i paraaortics) i les metastasis peritoneals. Tots aquests
factors estan recollits en I'escala FIGO i orienten adequadament pel que fa al
pronostic.

Els factors pronostics adients per a procedir a fer un estadiatge correcte d'un
tumor i determinar el risc de recurréncia de cada pacient s’han d’avaluar abans,
durant i després del tractament quirurgic. L’extensi6 de la cirurgia es decidira ba-
sant-nos en un estadiatge prequirtrgic (tipus histologic i grau del tumor, profun-
ditat de la invasié del miometri i extensio del tumor al coll uteri), aixi com també
es tindra en compte I'estat general medic de la pacient. L’estadiatge final del tu-
mor es determinara sempre després de la cirurgia i s’Tanomena estadiatge clinic/
patologic (vegeu la revisio a Esteller, Xercavins i Reventos, 1999).

Son d’importancia cabdal totes les exploracions que s’inclouen en I'avaluacié
de la pacient abans del tractament o dels tractaments, com ara la historia familiar
completa, I'exploracio clinica exhaustiva, les ecografies transvaginals o transrec-
tals, aixi com les analisis patologiques (grau i tipus histologic) de les biopsies prac-
ticades per histeroscopia o per aspiraci6. Aquesta darrera és de gran importancia,
degut a la facilitat amb la qual es pot realitzar, de manera minimament invasiva
—només amb una sedacio lleugera—, sense provocar lesions tissulars i en entorn
primari. L'inconvenient de la biopsia per aspiracié és que, en alguns casos, el ma-
terial obtingut pot arribar a ser insuficient o dubtosament informatiu. La biopsia
per histeroscopia, també per via vaginal, és dirigida directament cap al punt de
I'endometri suposadament patologic, en el qual s’origina el sagnat. Per tant, en
aquest sentit, 'obtencid del teixit canceros sera precisa, sota control optic, i no a
I'atzar com en la biopsia per aspiracio.

Alllarg de tots els anys durant els quals hem desenvolupat els nostres estudis,
han anat apareixent nous marcadors de diagnostic, de pronostic i de prediccié de
resposta als tractaments. Les analisis moleculars, sobretot de seqiienciacié mas-
siva, han permes avangar en la millora de la classificacié dels diferents tipus de
tumors. L'exemple del TCGA que hem revisat breument ens ho demostra. Tot i
aixi, el cert és que pocs o quasi cap d’aquests marcadors sén altament informa-
tius, ila cerca constant de nous biomarcadors continua estant sempre molt justi-
ficada per a la millora del diagnostic, del tractament i de I'evoluci6 de les nostres
pacients.
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5.2. Analisi de Pexpressio diferencial en el cancer d’endometri mitjancant I’iis
de bioxips d’expressi6

Els avencos en el coneixement de les bases moleculars de la transformacio
neoplasica, que es produeixen gracies a I'evolucié rapida de les tecnologies d’ana-
lisis cellulars i moleculars, estan permetent en els darrers anys redefinir el que és
intimament la malaltia oncologica, atenent, sobretot, als mecanismes descrits i a
les molécules implicades en ultim terme, als canvis fenotipics i bioquimics del
cancer.

Les analisis de 'expressié diferencial les trobem entre les estratégies de recerca
més utilitzades en les fases inicials dels amplis estudis moleculars, i han pogut dur-
se a terme en la majoria dels sistemes biologics, incloent-hi tots els tipus de tumors
que afecten els humans. Inicialment, la tecnologia emprada era lenta i quasi artesa-
nal, limitada a poques mostres, pero la implantacié progressiva de les anomenades
técniques d’alt rendiment ha precipitat la vasta ampliacié del coneixement fisiopa-
tologic molecular, amb la identificacié d’actors implicats en la transformaci6 neo-
plasica que podrien (o no) ser marcadors de la malaltia o també, en el millor dels
escenaris possibles, dianes terapeutiques que, si s’aconsegueix anullar-les, podria
fer pensar en una aturada de la progressié de la malaltia. El que si que és clar és que
el primer pas a seguir davant de qualsevol malaltia (com és el cas del cancer) és
procedir a la identificacié dels actors importants que en son responsables.

En aquest primer exemple us presentem I'analisi d’expressié diferencial en el
cancer d’endometri de tipus endometrioide (EEC, de I'angles endometrioid endo-
metrial carcinoma) utilitzant bioxips de cDNA amb 8.345 seqiiencies, la majoria
corresponents a gens coneguts. Es va comparar 'expressio de tots aquests gens
mitjan¢ant una hibridacié diferencial entre quatre EEC i dos pools d’endometris
atrofics normals i dos d’endometris normals proliferatius (Planaguma et al.,
2004). La utilitzacié d’aquests dos pools ha servit per a obtenir la linia d’expressio
basica de 'endometri no tumoral postmenopausic i de 'endometri no tumoral
premenopausic. Per a eliminar també els falsos positius, en la comparacio6 entre
I'endometri normal proliferatiu i 'atrofic, els gens amb valors entre 1,25x 1 0,75x
es van descartar.

En P'analisi d’expressié genica diferencial comparativa entre cada mostra
d’EEC i les d’endometri atrofic, les mostres que es troben entre 1,25x en el rang
superior i 0,75x en el rang inferior es van considerar com a nivells basals. Una ve-
gada processat i escanejat el filtre d’hibridacid, vam poder identificar 53 seqiien-
cies de cDNA (P < 0,05), que corresponien al 0,63 % de la totalitat de les seqiiencies
presents en el filtre (vegeu resultats complets a Planaguma et al., 2004).

Entre els gens sobreexpressats, hi trobem el RUNX1/AMLI (runt-related
transcription factor 1/ acute myeloid leukemia 1), que és un oncogeén ampliament
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descrit per la seva implicaci6 en la leucemia mieloide aguda. Aquest gen es troba
freqiientment translocat en la leucémia. RUNX1/AML1 té un rol molt important
en la regulaci6 de I'expressié de gens diversos implicats en el desenvolupament de
les cellules hemopoetiques, i la seva disfuncié desregula els mecanismes de proli-
feraci6 i diferenciacio cellulars. La funcié de RUNX1/AMLI com a estimulador
de la transici6 de la fase G1 a la S havia estat demostrada ja préviament per Ber-
nardin i Friedman (2002). Aquests autors també van demostrar que RUNX1/
AML1 activava la transcripcié de diversos gens critics en la transicié G1-S. La so-
breexpressio de la protooncoproteina RUNX1/AMLI en cellules NIH3T3 va de-
mostrar una induccié de la transformacié neoplasica. Finalment, Ramaswamy
et al. (2003) van poder caracteritzar RUNX1/AML1 com un dels disset gens asso-
ciats a una signatura molecular inductora de metastasis en cancers com els de
mama, d’ovari i d’tuter.

Per a confirmar i validar els resultats del bioxip, es van analitzar a continuacio6
els nivells d’expressio del gen RUNX1/AMLI1 en un panel de trenta EEC, mitjan-
¢ant una PCR quantitativa en temps real. El panel de les mostres tumorals incloia
EEC des de baix nivell infiltrant fins als de maxim nivell infiltrant, el que ens per-
metria no inicament validar els resultats de la sobreexpressié de RUNX1/AMLI a
EEC, sin6 també definir els nivells d’expressi6 génica en funcié de I'estadiatge del
tumor. Els resultats van confirmar la sobreexpressié de RUNX1/AMLI en els
EEC analitzats, quan aquesta va ser normalitzada amb els nivells d’expressi6 en
els endometris atrofics i en els proliferatius. Els maxims nivells d’expressio corres-
ponien als EEC de I'estadi IB, que son els tumors amb una infiltracié del miometri
de més del 50 %, mentre que aquests nivells eren inferiors en els EEC amb mini-
ma infiltraci6é del miometri (menys del 50 %). Curiosament, també mostraven
alts nivells d’expressio els EEC que, tot i ser menys invasius en I'ambit del miome-
tri, si que havien envait el coll de I'ater.

Posteriorment, els nivells 'RNA sobreexpressats en els EEC es van corrobo-
rar en 'ambit de la proteina per transferencia Western. La conclusié fou que els
nivells de la proteina RUNX1/AMLI es correlacionaven amb els nivells 'RNA, a
la vegada que també mostraven la seva sobreexpressié quan es comparava amb els
endometris atrofics (Abal et al., 2006).

L’analisi de 'expressi6 de la proteina també es va avaluar in situ amb la tecno-
logia d’'immunohistoquimica en bioxips de teixit (TMA, de I'angles tissue micro-
array technology). En aquest cas, es van confeccionar els bioxips amb mostres in-
closes en parafina d’endometris atrofics, d’hiperplasies simples i complexes i
d’EEC. En els endometris atrofics no es va detectar tincié nuclear positiva per
RUNX1/AMLI. En referéncia a les mostres d’EEC, la tincid positiva de RUNX1/
AML1 era molt positiva en les glandules epitelials, mentre que era negativa en el
compartiment estromal. Aquest és un resultat important, perque en determina
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clarament 'origen especificament epitelial i n’exclou la possible contribucié de
I'estroma en els estudis inicials amb RNA total obtingut d’homogenats d’EEC.
A una magnificaci6 de seixanta augments, es pot apreciar més tincio citoplasma-
tica, a més a més d’una lleugera tinci6 nuclear puntual. La tincié citoplasmatica
d’aquest factor de transcripci6 ens suggereix I’existencia d’'una acumulaci6 de
proteina citoplasmatica que sera eventualment translocada al nucli, on ha d’exer-
cir la seva funcié. El marcatge positiu nuclear reforca el rol de factor de transcrip-
cid préviament descrit per RUNX1/AMLI en altres sistemes (el domini Runt seria
el responsable de la unié al DNA i també de 'heterodimeritzacié amb altres pro-
teines complementaries, com PEBP2beta/CBFbeta. Aquests resultats suggereixen
que el transit de RUNX1/AMLI entre el nucli i el citoplasma pot representar un
nivell addicional de regulacié en 'EEC).

En el bioxip de teixit, quan es compara la tinci6 de la proteina RUNX1/AML1
en 'endometri atrofic, la hiperplasia simple, la hiperplasia complexa i 'EEC, que
son entitats patologiques seqiiencials, es pot observar una gradacié en augment,
des de la negativitat quasi absoluta —en el cas de I'endometri atrofic—, fins a una
maxima expressio —en el cas dels EEC. Aquesta gradacio6 correspon a 'augment
de I'expressio de RUNX1/AMLI, a mesura que el procés de tumorogenesi pro-
gressa des de 'endometri atrofic, passant per la hiperplasia simple i la complexa,
fins a arribar al carcinoma (Planaguma et al., 2004).

En conclusio, I'estratégia presentada en aquest treball, a més d’ajudar-nos a
entendre la tumorogeénesi de 'endometri, ens aporta nova informacié respecte als
que podrien ser nous gens diana o també eines utils en el diagnostic d’aquest can-
cer. El fet que aquest gen estigui associat als esdeveniments inicials de la infiltracié
del miometri suggereix que RUNX1/AMLI1 podria esdevenir un nou marcador de
pronostic i/o una nova diana terapeéutica per a millorar el curs clinic de les paci-
ents amb EEC.

5.3. Diagnostic molecular del cancer d’endometri

Com hem comentat anteriorment, el cancer d’endometri debuta habitual-
ment amb la preséncia d’un sagnat vaginal, que, en dones postmenopausiques,
orienta rapidament cap a aquesta patologia. Hem explicat quin és el protocol diag-
nostic a seguir davant d’aquesta situacio, i, entre d’altres, es preveu de manera
immediata la biopsia per aspiracio per a obtenir teixit de 'endometri que es pugui
analitzar. La biopsia per aspiracié és una exploracié minimament invasiva, en la
qual no es produeix cap lesid tissular, motiu pel qual no caldra disposar de proves
de coagulaci6 de la pacient, i es pot realitzar en un entorn no quirdrgic. El proce-
diment consisteix en la introduccié d’una canula de plastic per via vaginal fins al
mateix fons de I'tter. A través d’aquesta canula, que es connecta a un aspirador,
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s’extreu tot el que hi hagi de detritus cellulars dintre de I'ater que resulten de la
descamaci6 de I'epiteli de 'endometri. Hi trobarem també hematies, degut al sag-
nat de la paret, aixi com altres tipus cellulars. L’analisi posterior d’aquesta mostra
per un patoleg expert pot permetre la identificacié de teixit de 'endometri tumo-
ral o en procés de transformaci6 (amb l'aparicio, per exemple, de canvis hiperpla-
sics, etc.). El resultat també pot ser totalment negatiu, i que no es trobi cap anoma-
lia morfologica en I'aspirat o, senzillament, que no s’hagi pogut obtenir prou
material intrauteri per a ser analitzat.

Des dels anys noranta del segle passat, podem anar trobant nombrosos estu-
dis que han cercat I'aillament de nous marcadors moleculars en peces quirtrgi-
ques de tot tipus, incloent-hi els cancers i, en particular, en els tumors extirpats de
qualsevol tipus. L’endometri no n’ha estat cap excepcid, com hem explicat en el
punt anterior, i el nostre grup, com molts d’altres, hem intentat identificar trans-
crits diferencialment expressats en els tumors en ser comparats amb el teixit sa. Al
nostre laboratori vam procedir a comparar mostres de carcinomes d’endometri
amb teixit de 'endometri normal, i aixi vam poder identificar molts nous marca-
dors expressats diferencialment en tumors, no en teixit sa. L’expressié d’aquests
nous candidats a marcadors tumorals fou també confirmada en I'ambit de la pro-
teina a través de técniques d'immunohistoquimica i de transferencia Western
(vegeu-ne detalls a Colas et al., 2011).

Posteriorment, vam investigar si aquesta expressio diferencial observada en
teixit de carcinoma d’endometri es podia trobar igualment en el teixit obtingut
mitjangant la biopsia per aspiracié. Novament, les mostres tumorals (n = 26) pro-
cedien de carcinomes d’endometri i d’altres tumors de 'endometri de tipus IT que
foren comparats amb mostres de donants sanes (n = 24, incloent-hi endometris
atrofics, endometris normals de dones postmenopausiques amb polips i altres
mostres de dones premenopausiques consistents en endometris en fase secretora
i proliferativa del cicle menstrual). Els resultats van confirmar 'expressi6 diferen-
cial en les mostres d’aspirats entre pacients amb carcinoma d’endometri i donants
sanes. La sensibilitat i 'especificitat de cada nou marcador van ser avaluades per la
mesura de I'area sota la corba de rendiment diagnostic (AUC ROC) per cada gen,
en els aspirats i en mostres quirdrgiques. Els resultats confirmaren la validesa de
la utilitzaci6 de les mostres d’aspirats per a avaluar 'estat dels marcadors seleccio-
nats (Colas et al., 2011) i, en conseqiiéncia, la viabilitat d’un test de diagnostic
molecular de carcinoma d’endometri que valorés I'expressié dels marcadors pre-
viament identificats en mostres quirargiques, perd mesurant-los en les mostres
dels aspirats uterins. Aquesta podria ser la millor opci6 per a avangar cap a un diag-
nostic precog, que es podria encetar ja en el mateix moment del primer contacte
entre la pacient i el metge, ja que la biopsia per aspiracid és, com hem explicat
previament, minimament invasiva i no produeix cap lesio. En el suposit de poder
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obtenir aquest diagnostic amb les mostres dels aspirats, es podrien reduir les ex-
ploracions i intervencions multiples que normalment es fan en les pacients per a
arribar al diagnostic final.

Aixi doncs, mitjangant I'as de la PCR quantitativa en mostres ¢’ RNA extretes
de mostres d’aspirats uterins, es van mesurar els nivells d’expressié dels vint gens
identificats préeviament i implicats en els canvis morfologics del cancer d’endo-
metri (Colds et al., 2011).

Es van crear cinc algoritmes basats en combinacions de cinc gensi es va inves-
tigar la capacitat de cadascun d’aquests de diagnosticar el cancer d’endometri, en
un assaig clinic prospectiu, amb cegament doble i multicentric, en el qual es van
reclutar 514 pacients que presentaven un sagnat uteri anormal. El cancer d’endo-
metri es va diagnosticar en 60 de les 514 pacients (12 %). Les analisis moleculars
es van realitzar en les mostres dels aspirats uterins i els resultats es van comparar
amb els diagnostics histologics finals obtinguts de les biopsies per aspiracio, o de
les biopsies per histerectomies o de les peces quirturgiques extirpades per cirurgia.
L’algoritme niimero 5 va resultar el millor classificador en els estudis de cas-control
i validacio; va tenir una sensibilitat del 81 %, una especificitat del 96 %, un valor
predictiu positiu (VPP) del 75 % i un valor predictiu negatiu (VPN) del 97 %
(Pérez-Sanchez et al., 2013). La combinacid de tots aquests parametres amb els
resultats del diagnostic histologic millorava els resultats presentats, i feia augmen-
tar la sensibilitat fins al 91 %, lespecificitat fins al 97 %, el VPP fins al 79 % i el
VPN fins al 99 %, i els casos que podien ser diagnosticats per aspiraci6 uterina
augmentaven del 76 % al 93 % en combinar-los amb el test molecular. Aixi doncs,
la incorporacié d’aquest diagnostic molecular ha permeés incrementar la fiabilitat
dels diagnostics negatius, reduir la necessitat de practicar histeroscopies i ajudar a
identificar casos addicionals.

6. MARCADORS DE CANCER D’OVARI
6.1. Elmodel

El cancer d’ovari és el cinqueé cancer més freqiient del tracte ginecologic, a la
vegada que el més letal en les dones de I’hemisferi occidental. Les estadistiques
més recents dels Estats Units, per exemple, comptabilitzen uns 25.000 casos nous
de cancer d’ovari diagnosticats anualment en aquell pais, al mateix temps que
unes 15.000 pacients moren d’aquesta malaltia (Bray et al., 2018). El mal pronos-
tic d’aquest tumor es deu principalment a tres motius: al seu inici insidids i asimp-
tomatic, que n’endarrereix sempre el diagnostic; a la manca de métodes minima-
ment invasius per a diagnosticar la malaltia quan ens trobem en els estadis inicials
de I'aparici6 d’aquesta semiologia, ja definida com a insidiosa, i, finalment, a I'ad-
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quisici6 notoria d’una gran resistencia al tractament quimioterapic després d’'una
bona resposta inicial.

Davant d’una exploraci6 clinica sospitosa, 'ecografia transvaginal i la deter-
minaci6 de 'antigen CA-125 (Bast et al., 1983) en la sang de la pacient constitu-
eixen les proves que es practiquen per a precisar el diagnostic. Nogensmenys, el
diagnostic final sempre es fara amb la cirurgia. Si en el moment de la intervencio
quirdrgica i de la posterior analisi anatomopatologica es conclou que la malaltia
esta confinada en el mateix ovari (estadi I), la supervivencia als cinc anys exce-
deix el 90 %; malauradament, només un 15 % de totes les pacients es troben en
aquesta situacid. La gran majoria (80 %) sén diagnosticades en els estadis III i IV,
moments en els quals ja presenten metastasi a distancia i, a pesar de la bona res-
posta inicial a la quimioterapia observada, la supervivencia és aqui ja molt baixa
(Bray et al., 2018). En els casos de cancer d’ovari ja avangat, la resisténcia a la
quimioterapia primaria (basada en plati) apareix en la majoria de les pacients
(70 %) durant el tractament (Markman i Bookman, 2000). La majoria de les pa-
cients recidiven al cap de dos o tres anys del primer tractament quimioterapic, i
els tractaments posteriors amb altres drogues (topotecan, doxorubicina, gemci-
tabina, paclitaxel, docetaxel, etc.) son sensiblement menys eficagos que la qui-
mioterapia primaria. Malauradament, hem d’admetre que en els darrers trenta
anys cap agent quimioterapic ha demostrat eficacia notoria després del tracta-
ment inicial amb plati. En conclusid, creiem que fora important poder discrimi-
nar entre les pacients que es beneficiaran del tractament quimioterapic i les que
no ho faran, ja que aixo podria tenir implicacions cliniques en el curs de I'evolu-
ci6 de la malaltia.

El coneixement de les bases moleculars de la transformacié neoplasica
d’aquest i d’altres tumors ens permetria als metges poder orientar més racional-
ment les terapies a administrar, a la vegada que contribuiria a un disseny millor
de les noves estrategies terapéutiques. Els darrers avengos en les tecnologies mo-
leculars i, en particular, les d’alt rendiment —com la genomica, la transcriptomi-
ca, la protedmica, la metabolomica, etc.—, pero també I'epigenetica i el progrés
en tecnologies més antigues encara que molt vigents —com la mateixa bioquimi-
ca, la immunologia o les analisis morfologiques diverses, etc.—, ens permetran,
amb tota certesa, progressar en un millor coneixement de les malalties i també en
la seva curacio.

6.2. Perfils proteomics en sang: una solucio possible per al cancer d’ovari?

Com ja hem avangat, la falta d’especificitat de tota la semiologia associada al
cancer d’ovari ocasiona sempre un gran retard en el seu diagnostic. Hi ha, doncs,
una gran necessitat de descobrir biomarcadors especifics del cancer d’ovari que
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ens puguin permetre un diagnostic més avangat en el temps, i, a la vegada, millo-
rar les taxes de supervivencia. A més a més, el cancer d’ovari presenta una gran
heterogeneitat intertumoral i intratumoral, amb diverses anomalies genetiques
molt diferents les unes de les altres, aixi com respostes molt variades als tracta-
ments. L’eventual descobriment de marcadors de prediccio millors ens permetria,
almenys, poder identificar si les pacients es beneficiaran o no de certes terapies
(Roett i Evans, 2009).

Com ja hem dit en la introduccié d’aquest capitol, el CA-125 és el marcador
meés conegut i utilitzat en el cancer d’ovari (Bast et al., 1983). La seva determina-
cié en sang periferica és molt ttil i informativa per a monitorar la resposta al
tractament. Aquest marcador també es volia fer servir per al cribratge de la ma-
laltia, pero la seva baixa sensibilitat —ja que la seva expressié només augmenta
en menys del 50 % dels cancers d’ovari en estadis inicials— i també la baixa espe-
cificitat —ja que aquesta expressié augmenta també en malalties ginecologiques
benignes, com son, per exemple, 'endometriosi o, fins i tot, d’altres de fora del
tracte ginecologic, per exemple, al pulmo, la mama i la prostata (Roett i Evans,
2009)— fan que el CA-125 no sigui un bon marcador de cribratge. L’as sistema-
tic de les mesures de CA-125 en pacients amb antecedents familiars de cancer
d’ovari no ha aconseguit reduir-ne la mortalitat. Aixi doncs, i com a mesura per
a millorar-ne el cribratge, les determinacions dels valors de CA-125 sén més in-
formatives quan ens referim als canvis en el temps que en els valors absoluts en
moments concrets. Al llarg dels darrers anys, altres marcadors com 'OVX1,
I'M-CSF, el CA-15-3 i el CA-19-9 han estat proposats en articles académics. No-
més ’OVX1, que és un marcador de les mucines, ha pogut demostrar un cert
potencial diagnostic (Osman et al., 2008).

Malgrat I'interés creixent i constant per a identificar biomarcadors sérics de
qualsevol malaltia, la veritat és que han estat molt pocs els nous marcadors apare-
guts i validats en els darrers anys. En aquesta ultima década, si més no, hem expe-
rimentat un gran desenvolupament de tecnologies analitiques d’alt rendiment,
com sén les técniques de 'espectrometria de masses, de bioxips, de seqiienciacié
massiva, etc., que hem de pensar que si que ens permetran abordar noves estrate-
gies d’identificacié de marcadors, perd que estaran probablement orientades a la
determinaci6 de grans grups de molecules més que no pas a marcadors individu-
als, com ho entenem en un sentit classic.

En les darreres dues décades, han proliferat els estudis que tracten d’identifi-
car grups de marcadors de cancer d’ovari utilitzant les esmentades técniques d’alt
rendiment. El més notable fou I'encapgalat pels investigadors Emmanuel Petri-
coin i Lance Liotta, del National Cancer Institute dels Estats Units, en el qual
presentavem un perfil protedmic en sérum capag de discriminar les pacients
afectades de cancer d’ovari de les dones control normals amb una sensibilitat i
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especificitat properes al 100 %, i, per tant, ttil en el cribratge d’aquesta malaltia
(Petricoin et al., 2002).

El perfil proteic séric, sobretot pel que fa a les proteines de baix pes molecular,
reflecteix I'estat patologic dels organs i pot ajudar en la deteccié primerenca dels
cancers. Les tecniques de protedmica d’alt rendiment, a saber, la ionitzacié-desor-
cié amb laser assistida per una matriu amb 'analitzador de masses de temps
de vol (MALDI-TOF, de I'anglés matrix-assisted laser desorption and ionisation
time-of-flight) i la ionitzaci6 per desorcié amb laser sobre superficies reforga-
des amb I'analitzador de masses de temps de vol (SELDI-TOF, de I'angles surface-
enhanced laser desorption and ionisation time-of-flight), poden analitzar amb preci-
si6 els perfils proteics en aquests rangs. Degut als milers de proteines detectades, els
metodes analitics bioinformatics han hagut de posar-se a punt per poder estudiar
els resultats. Aquests autors van analitzar perfils protedomics serics de pacients ja
diagnosticades de cancer d’ovari, tant en estadis inicials com en tumors ja disse-
minats (fraining set, n = 50), i els van comparar amb les mateixes analisis proteomi-
ques fetes en mostres de dones control (voluntaries sanes, pacients amb patologia
ginecologica benigna, etc.), també amb una n = 50. L’algoritme iteratiu utilitzat
va aconseguir discriminar completament la preséncia de I'abséncia del cancer. El
patro establert es va fer servir per a classificar un grup de 116 mostres anonimitza-
des, entre les quals hi havia 50 pacients amb cancer d’ovari i 66 dones sanes o amb
patologia ginecologica benigna. D’aquests 66 casos, 63 van ser identificats com a
no portadores d’un cancer. Aquest resultat ens dona una sensibilitat del 100 %
(95 % CI 93-100), una especificitat del 95 % (87-99) i un valor predictiu positiu
del 94 % (84-99).

Aquests resultats es van aconseguir disminuint al maxim el nombre de bio-
marcadors sense reduir ni la sensibilitat ni l'especificitat. El test, anomenat Ova-
Check R, és un immunoassaig multiplexat que mesura 11 marcadors en el sérum
(CA-125, CA-19-9, proteina C reactiva, receptor del factor de creixement epider-
mic, mioglobina, proteina inflamatoria 1 alfa dels macrofags, interleucina 6, in-
terleucina 18, tenascina C i apolipoproteines Al i CIII). El test, tot i obtenir la
marca CE, no esta encara autoritzat per la FDA i actualment es troba en un assaig
clinic de gran abast per a confirmar-ne els resultats (Petricoin et al., 2002).

6.3. Cerca de marcadors de cancer d’ovari en liquid ascitic: nova estratégia
a tenir en compte?

Com hem anat veient, el desenvolupament insidids del cancer d’ovari planteja
moltes dificultats per a poder-ne fer un diagnostic precog fiable. Aixo fa que, mal-
auradament, aquests siguin tumors de diagnostic tarda, quan, en la majoria dels
casos, ja s’han disseminat per organs veins, en primera instancia, i a més distan-
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cia, progressivament. Aquestes metastasis es generen principalment per via trans-
celomica, hematogena i limfatica. A diferéncia del que passa en altres carcinomes,
la via hematogena és poc habitual en el cancer d’ovari, mentre que la limfatica ra-
pidament envaeix els ganglis pelvians i paraaortics. La via transcelomica és potser
la més freqiient, i és la responsable de la gran morbiditat i mortalitat, ates que
afecta diversos organs vitals dintre de 'abdomen, incloent-hi els sistemes gas-
trointestinal i genitourinari. Al voltant d’'un 70 % dels casos de les pacients lapa-
rotomitzades presenten metastasis peritoneals, que afecten, inicialment, els organs
adjacents, com son les trompes de Fallopi, I'tter, els 0rgans annexos contralate-
rals i, ocasionalment, el recte, la bufeta de 'orina i la mateixa paret pelviana (Roett
i Evans, 2009).

Durant aquest procés de disseminacio, moltes cellules de I'epiteli ovaric tu-
moral s’aniran exfoliant cap a la cavitat abdominal, i, després d’un periode en el
qual la majoria d’aquestes moriran per apoptosi, deguda a la pérdua de les rela-
cions de contacte necessaries per a la supervivéncia, d’altres, una minoria, aniran
entrant en un procés de transicié epitelial-mesenquimatica (TEM) i es reagrupa-
ran constituint esferoides o agregats cellulars. Aquest és un procés també sotmes
a I'apoptosi en aquest entorn hostil, pero ara més favorable a la supervivéncia.
Alguns d’aquests agregats, ja amb fenotip mesenquimatic, soén els que podran re-
implantar-se a la paret abdominal, passant ara pel canvi invers o transicié mesen-
quimatica-epitelial (TME), i constituir les diverses metastasis que habitualment
s’'identifiquen en el moment de la cirurgia (carcinomatosi peritoneal) (Christiansen
i Rajasekaran, 2006).

Ambdds processos descrits, TEM i TME, tenen lloc en un medi liquid que es va
instaurant en 'entorn de 'abdomen, que es coneix com a liquid ascitic o, simple-
ment, ascites. Aquest liquid ascitic és objecte d’'un intens estudi per molts investiga-
dors d’arreu del mon, ja que obre noves vies d’identificacié de marcadors tumorals
(0, sovint, també d’alguns marcadors de teixit ovaric tumoral ja coneguts, perd no
utils per a embastar estrategies de diagnostic precog), atés que el liquid ascitic és ac-
cessible i es pot obtenir amb relativa facilitat (Rynne-Vidal et al., 2017).

La identificacié de noves molécules, per exemple, vinculades amb TEM i TME
també permeten suggerir la utilitzacié de noves drogues dirigides contra aquestes
iaturar la disseminacié abdominal (Kipps, Tan i Kaye, 2013).

7. LA SALIVA COM A FONT DE BIOMARCADORS TUMORALS

Des de fa ja un nombre considerable d’anys, la saliva ha estat un biofluid in-
tensament estudiat com a font de biomarcadors de patologies diverses. La saliva
és un fluid complex que recull secrecions, principalment de les glandules salivals
que, a la vegada, emmagatzemen substancies que circulen per la sang. Es podria
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concloure que la composicié de la saliva reflecteix la de la sang, per6 en concen-
tracions molt més atenuades. Per tant, de ben segur que les molecules presents
en la sang, com son proteines, DNA, RNA, etc., les podrem trobar també en la
saliva.

Com ja hem comentat, la disponibilitat dels assajos immunologics, els radio-
immunoassaigs en particular i d’altres van permetre, ja en els anys setanta i vui-
tanta del segle passat, la identificacié de multiples molecules (inicialment hormones
esteroidals i d’altres) (Berson et al., 1956). En l'actualitat, gracies a la disponibili-
tat de les téecniques d’alt rendiment, com I'espectrometria de masses, la cromato-
grafia de gasos, els xips d’expressio, etc., la saliva és extensament estudiada en un
ampli reguitzell de malalties, i se n’obtenen resultats molt informatius, per exem-
ple, en els perfils hormonals de la reproduccid, quan, en lloc de mesurar una hor-
mona esteroidal en particular, podem obtenir, pel mateix cost, un ampli perfil
de la majoria de les hormones del cicle reproductiu d’'una pacient, per exemple
(Gémez-Gomez et al., 2020).

El cancer no n’és una excepcio, i en els darrers cinc o set anys han proliferat els
estudis d’aillament de marcadors de tumors diversos en saliva. La disponibilitat
de les noves técniques d’alt rendiment, com la genomica, la proteomica, la se-
qiienciacié de propera generaci6é (NGS, de I'anglés next generation sequencing),
etc., estan permetent identificar noves moleécules expressades diferencialment en
diversos tumors quan es comparen amb els teixits sans i emprendre el procés de
classificar aquestes molecules com a marcadors tumorals, si compleixen els requi-
sits ja explicats a I'inici d’aquest manuscrit. Com hem comentat també, sén d’in-
teres especial els perfils proteomics, els transcrits d'mRNA, els RNA no codifi-
cants (NcRNA), etc.

Els tumors de cap i coll son inicialment els més estudiats, amb resultats molt
positius. Sistematicament, pero, s’han anat buscant i identificant marcadors en la
majoria dels altres tumors, amb resultats molt diversos (Majem et al., 2015). El
cancer d’ovari, que, com ja hem explicat, té una complexitat considerable, no n’ha
estat una excepcio. El laboratori del doctor David T. Wong, de la Universitat de
California a Los Angeles (UCLA), va identificar diversos marcadors de cancer
d’ovari, que malauradament no han estat encara aprovats per la FDA (Wong, 2015).

8. ESTRUCTURACIO DE DADES MEDIQUES I INTELLIGENCIA ARTIFICIAL

La intelligéncia artificial (IA) és prou complexa de definir avui en dia, per la
qual cosa no n’existeix una definicié unica, formal i universalment acceptada per
tothom. S’ha definit de moltes maneres, pero, en general, estariem tots d’acord si
diguéssim que és un conjunt de técniques de computacié que s’assemblen a pro-
cessos associats amb la intelligéncia humana, com sén el raonament, 'aprenen-
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tatge, 'adaptacio, la comprensid sensorial i també la interaccié. La Comissié Eu-
ropea I’ha definit com un conjunt de sistemes de programari i de maquinari
dissenyats per humans que, davant d’'un objectiu complex, actuen en la dimensio6
fisica o digital: percebent el seu entorn, a través de I'adquisicié i la interpretaci6 de
dades estructurades o no estructurades; analitzant el coneixement; processant la
informaci6 derivada d’aquestes dades, i donant respostes a quines serien les mi-
llors accions a emprendre per a assolir un objectiu concret.

Tot i que es considera que la IA, com a disciplina académica, neix I'any 1956,
ha passat per cicles en que ha estat més reconeguda i s’hi han dipositat moltes ex-
pectatives i per époques en que l'interes per la disciplina ha minvat. Els factors
clau per al ressorgiment, o millor dit, 'explosié de la IA que estem presenciant ara
serien, al nostre entendre, els que expliquem en els apartats segiients.

8.1. El creixement extraordinari de la quantitat de dades disponibles

El creixement exponencial de la quantitat de dades disponibles és conseqiién-
cia del gran desenvolupament en els darrers cinquanta anys de la ciencia i la tec-
nologia. En tots llurs ambits, el progrés ha estat enorme, i la generacié de milers
de noves dades ha estat i continua sent la tonica general en totes les disciplines del
coneixement. Si ens cenyim a I'ambit de la biologia i la medicina, veurem que hem
pogut ser testimonis d’un gran desenvolupament de la biologia molecular i cel-
lular, de laimmunologia, de la quimica de proteines, etc., perd també de les tecno-
logies d’analisi, que han esdevingut, com s’anomenen ara, d’alt rendiment (geno-
mica, proteomica, metabolomica, etc.).

Avui en dia, disposar de dades mediques de manera estructurada és indispen-
sable per a poder aplicar-hi técniques d’TA i extreure’n el maxim rendiment. Mal-
auradament, en els entorns medics, clinics i també biomedics de la majoria dels
paisos que hem estudiat, la situacié actual esta lluny del que es consideraria optim.
Actualment, els centres sanitaris i les empreses estan construint els seus repositoris
de dades per aplicar-los, posteriorment, solucions d’IA, i aixi fragmentar-los, amb
la qual cosa perdran la poténcia que podrien tenir en el suposit de ser grans i no
fragmentats. Aquests repositoris grans, internacionals i no fragmentats haurien de
garantir sempre el seu s universal a tots els investigadors, metges i treballadors
de la salut, i assegurar també un us anonimitzat i confidencial del tractament de les
dades cliniques dels pacients, fent un s confidencial, que respecti, els principis de
la proteccié de les dades i que segueixi, evidentment, les regulacions d’us legals i
etiques préviament acordades pels grups d’experts internacionals. També haurien
de potenciar I'equitat en I'assisténcia sanitaria i potenciar el paper de la ciutadania
en el maneig de la seva salut, assegurant la preparacio dels professionals, la intero-
perabilitat dels sistemes i avaluant permanentment els resultats.
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8.2. Els avengos en la poténcia i capacitat dels sistemes de computacio
i d’emmagatzematge

La capacitat informatica ha evolucionat de manera espectacular i ha brindat
als usuaris una potencia de calcul incomparable amb la que estava disponible pocs
anys enrere, que anomenem computacio d’alt rendiment (high-performance com-
puting). La capacitat de computacié es mesura en flops (floating-point operations
per second), que és una unitat de mesura informatica que s’utilitza per a coneixer
el rendiment d’un ordinador. Avui en dia, 'ordinador més potent del moén és el
Fugaku, al Japd, amb una potencia maxima de 537 petaflops, seguit del Summit,
de 'Oak Ridge National Laboratory, a Tennessee (Estats Units), amb una poteén-
cia maxima de 200 petaflops; aquest darrer espera assolir una poténcia d’1,5 exa-
flops al llarg d’aquest any. A Catalunya disposem de I'ordinador Mare Nostrum,
ubicat al Barcelona Supercomputing Center, amb una potencia maxima de 10 pe-
taflops, que el situa en la posici6 74, encara que actualment es troba en via d’am-
pliacié. De mitjana i amb visié de futur, podriem dir que la capacitat informatica
global s’anira duplicant aproximadament en periodes de dos anys. Es pot veure
el darrer ranquing mundial de potencia d’ordinadors, de novembre de 2021, a
https://www.top500.0rg/lists/top500/2021/11/. Es calcula que la implantaci6 pro-
gressiva de la informatica quantica permetra practicament doblar la capacitat de
computacio cada dos anys.

També és cert que en tot el que es refereix a les dades mediques de pacients, les
nostres administracions duen un retard considerable pel que fa a estructuracié
de les dades. En els paisos on la cura de la salut és responsabilitat d’entitats publi-
ques, aquests no han instaurat, en general, uns sistemes de recollida estructurada
d’aquestes dades, cosa que avui representa un inconvenient important per al seu
us i accés de qualsevol tipus. Hi ha excepcions, com pot ser el Regne Unit, on el
National Health Service (NHS) si que ha tingut cura que la recollida i 'emmagat-
zematge siguin ben estructurats i facilitin, en conseqiiéncia, I'is posterior d’aques-
tes dades a través dels multiples algoritmes d’intelligencia artificial. En el cas de
Catalunya, per exemple, hi ha un extens repositori d'imatges mediques, radiogra-
fies principalment, pero també tomografies axials computaritzades, ressonancies
magnetiques nuclears, etc., pero son de dificil accés per als recercadors i metges
en general. Més complexa és la situacié de les dades mediques cliniques dels pa-
cients que estan recollides en diversos sistemes informatics no necessariament
compatibles en llurs interconnexions. Aquestes mancances dificulten enorme-
ment la recuperacié d’aquestes dades per a la recerca. El nou Pla Director de Siste-
mes d’Informacio preveu resoldre aquesta mancanga en els propers anys (Gene-
ralitat de Catalunya, Departament de Salut, 2021).
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8.3. Lainvestigacio i el desenvolupament de nous algoritmes i métodes
d’aprenentatge automatic

Aquest tercer factor, la investigacio i el desenvolupament de nous algoritmes i
metodes d’aprenentatge automatic (machine learning), és una conseqiiencia logi-
ca dels dos precedents, ja que la millora en la potencia de computacid, a més de la
gran disponibilitat de dades de tot tipus, estimulen 'augment de la recerca de
qualitat dels algoritmes. Com ja hem esmentat previament, els investigadors de-
dicats des de fa molt de temps a la IA han pogut accelerar la seva recerca perque
disposen de les condicions idonies per a dur-la a terme amb satisfaccio.

Aixi doncs, a mode de resum, és important entendre bé que la conjuncié dels
tres darrers aspectes comentats, a saber, 'augment exponencial de dades medi-
ques, 'increment de la capacitat de computacio i el creixement del nombre i de la
qualitat dels nous algoritmes d’TA, ens porta a la situacié actual de poder disse-
nyar una utilitzacié conjunta de les dades de manera rapida i eficient per a cons-
truir una medicina personalitzada millor i més equitativa, a la vegada que, després
de la posada en marxa inicial, també ha de ser economicament menys costosa
(https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fonc.2019.00984/full).

8.4. Aplicacions dela IA en la salut

Les eines d’TA actualment disponibles son ja molt nombroses. S'utilitzen per a
la millora de I'atenci6 dels pacients, per a facilitar les tasques dels metges, infer-
meres i del personal administratiu dels centres sanitaris, aixi com per a guanyar
en eficiéncia i precisio en els resultats que es volen obtenir. Aixo també es refereix
a tota la recerca biomeédica feta als instituts de recerca, aixi com també als hospi-
tals i centres d’assistencia primaria. Els algoritmes ajuden a entendre o a extreure
conclusions sobre malalties en un temps molt reduit, a suggerir un diagnostic i un
tractament pertinent, a fer una gestié millor dels centres sanitaris i a accelerar i
facilitar la recerca biomedica molecular i cellular.

El Programa per la Promoci6 i el Desenvolupament de la Intelligencia Artifi-
cial en el Sistema de Salut de Catalunya (Generalitat de Catalunya, Departament
de Salut, 2021) agrupa les aplicacions de la IA en la salut en quatre ambits:

— Assistencial: tractament d’'imatge medica digital, tractament de dades clini-
ques, processament del llenguatge natural (PLN) i analisi de dades Omiques.

— Salut publica: promoci6 i prevenci6 de la salut i vigilancia epidemiologica.

— Administracio i gestio de recursos: optimitzacio en la gestié de recursos sa-
nitaris, gestions administratives.

— Recerca biomédica, basica, translacional, clinica i epidemiologica.
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En qualsevol cas, hem de dir que el Programa per la Promoci¢ i el Desenvolu-
pament de la Intelligéncia Artificial en el Sistema de Salut de Catalunya constitu-
eix una declaracié d’intencions d’actuacions molt completa en tots els ambits de la
salut a desenvolupar en els propers anys (https://iasalut.cat/programa-salut-ia/).

Podriem considerar, si més no, que la verticalitat dels plantejaments de les
aplicacions de la IA en el programa esmentat pot no aprofitar els veritables avan-
tatges que la transversalitat de 'accés a totes les dades mediques dels ciutadans
aportaria a la millora de la medicina i de la salut en general. Aquest seria un tema
fonamental que hauria de ser considerat amb prioritat en el moment d’embastar
les politiques d’IA en qualsevol ambit o entorn geografic.

8.5. Creacid i iis de repositoris holistics de dades de pacients, coneguts
com a bessons digitals

L’holisme, tal com el definia Aristotil, és la concepcid filosofica que considera
un camp d’estudi particular com un tot que agrupa més informacio i supera la
suma de les parts. Aquest pensament, també anomenat sistémic, s’oposaria al re-
duccionisme o al'individualisme metodologic. En biologia tenim molts exemples
de diferents estudis globals de sistemes biologics, que des de fa ja una munié
d’anys agrupem sota la denominacio biologia de sistemes. En aquests casos, hem
pogut demostrar fefaentment com diferents molécules conegudes per intervenir
en diverses reaccions en els organismes vius ho fan tamb¢, a la vegada i de manera
creuada, en altres reaccions diferents de les inicialment conegudes (Giiell et al.,
2009). En la majoria dels casos, els millors exemples de biologia de sistemes els
trobem en organismes elementals i poc complexos (sovint unicellulars), encara
que la disponibilitat actual de tecnologies més avancades, sobretot les d’alt rendi-
ment, permet anar avangant en organismes més complexos. Aquest seria el cas
quan estenem el concepte biologia de sistemes a la medicina (el terme ja encunyat
és medicina de sistemes). Nogensmenys, la complexitat d’aquesta medicina de sis-
temes adquireix unes dimensions molt dificils d’acotar degut al nombre de varia-
bles a estudiar i a les nombrosissimes interrelacions que podriem suggerir. Les
modificacions de 'entorn en el qual es mouen els éssers humans afegeixen també
un grau altissim de dificultat (temperatura, humitat, pressio, etc.).

El concepte bessé digital (digital twins) no és nou. Es tracta d’elaborar una re-
plica virtual en temps real de qualsevol objecte fisic d’interes i poder simular, aixi,
el seu comportament en qualsevol situacié en la qual, de manera real, aquest ob-
jecte hagi de funcionar i ser d’utilitat. El seu s ens hauria de permetre detectar
encerts i defectes virtualment, és a dir, préviament a la seva utilitzaci6 en la vida
real. En 'ambit de la industria es fa servir des de fa ja molts anys, amb la finalitat
d’ajudar a predir i optimitzar els diferents sistemes de produccié o de qualsevol
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altre tipus en que la industria estigui implicada. En conseqiiéncia, també ens ha
d’indicar les possibles millores i correccions a dur a terme. Tots coneixem siste-
mes de simulaci6 en qualsevol ambit industrial, o de construccié d’edificis, aero-
nautic, d’energia, etc. Sorprenentment, en medicina sovint hem de recérrer al sis-
tema d’assaig-error, sense pensar que potser hauriem pogut simular préviament
una actuacié medica en particular i conéixer-ne les conseqiiencies abans d’apli-
car-la al pacient real. Evidentment, recérrer al'assaig-error (per exemple, I'aplica-
cid en oncologia d’un tractament no provat, en el cas que els tractaments previs ad
hoc hagin fracassat) es justifica pel fet que no hi hagi cap alternativa per a aquell
pacient. Actualment, pero, els sistemes de salut comencen ja a utilitzar amb mol-
ta forga i empenta aquesta poderosa eina digital per a la millora de 'atencié als
pacients.

En I'entorn de la salut, podriem definir un bessé digital com un repositori es-
tructurat de totes les dades mediques d’una persona recollides durant tota la vida
d’aquesta, i que duria associat unes eines d’TA capaces d’interrogar les dades es-
mentades de manera permanent sobre qualsevol aspecte relacionat amb la salut
d’aquell subjecte. Com a exemples obvis, podem pensar que un bessé digital po-
dria utilitzar-se per a definir la viabilitat de segons quins procediments a practicar
en un pacient concret i la prediccié del curs clinic que aquell pacient seguira. En el
suposit que arribéssim a incloure dades especifiques socials i de comportament,
els bessons digitals serien de gran utilitat en la gestid i el tractament dels pacients
amb malalties croniques, i en aspectes de salut poblacional; també servirien per a
determinar la terapia adient en cada pacient, etc. Vegem, a continuacio, alguns
d’aquests exemples més detalladament.

8.5.1. Prediccio de la viabilitat d’'una intervencio i de 'evolucio clinica
posterior

Els bessons digitals poden tenir uns rols decisius en la prediccié del curs clinic
que seguira un pacient després d’una intervencio, per exemple, en el cas d’un pa-
cient amb fallada cardiaca que desenvolupa una arritmia i que és candidat a una
terapia de resincronitzaci6 cardiaca (TRC). Aquesta terapia resincronitza el cor
del pacient mitjancant la collocacié d'un petit marcapas. La collocaci6 dels ca-
bles del marcapas ha de ser molt precisa. Degut a diverses caracteristiques del cor
d’aquests pacients, en un 50 % dels casos, el procediment no té exit. La utilitza-
cié d’un bessd digital del pacient en qiiesti6 (que inclogui la informacié detallada
de la ressonancia magnetica, de I'electrocardiograma, de la pressi6 arterial, etc.)
facilitara als cardiolegs la collocacié idonia dels electrodes, mitjangant una expe-
rimentacid previa virtual en diverses posicions, tot plegat fet abans que la inter-
venci6 real comenci.
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8.5.2. Gestio dela cronicitat en pacients en entorns socials complexos

L’augment de 'esperanca de vida ha estat (i continua sent) un gran aveng de la
nostra medicina des de fa ja un bon grapat d’anys. Nogensmenys, I'allargament de
lavida comporta, inexorablement també, I'aparicié de patologies multiples associa-
des amb I'envelliment, a la vegada que les condicions de vida de la poblaci6 de la
tercera edat no sén sempre les millors a causa dels costos elevats i sovint també de
laillament familiar. En la gesti6 de les patologies croniques, és de gran importancia
conéixer la situacid social i economica dels pacients, on viuen, amb qui viuen, com
viuen, de quins recursos disposen, qui es responsabilitza dels incapacitats, etc., en
resum, quina és la qualitat de vida d’aquells pacients. En aquest context, el bessé
digital ha d’incloure totes aquestes dades, a més de totes les fisiopatologiques i tam-
bé de comportament per a poder, amb aquesta informacio, ajudar el pacient i també
el metge responsable, i també en benefici del sistema de salut. Pensem només en
exemples de malalties prevalents i croniques, com poden ser la diabetis o les malal-
ties renals. En aquest darrer cas, s’estima que entre un 10 % i un 15 % de la poblaci6
mundial pot acabar patint malalties renals de tipus divers i que requereixin un con-
trol molt estricte en tots els ambits, per a no arribar a una insuficiéncia renal serio-
sa que duria el pacient a la dialisi permanent o al trasplantament de I'o0rgan, amb
un cost i un risc elevats en ambdds casos. Les variables a controlar en aquest darrer
cas, per exemple, son nombrosissimes i d’alt cost per al sistema de salut. Un besso
digital adient podria incorporar tots els parametres a considerar (avaluacié clinica
permanent, patologia, analitica bioquimica, régim dietetic, medicacio, exercici, en-
torn social, situacio familiar i cura del pacient, etc.) de manera permanent i aquests
podrien ser contrastats en cada moment i al llarg del temps per les eines d’'IA que
els interrelaciona creuadament, a la vegada que els posa en constant relacié/com-
paracié amb les mateixes interaccions identiques que tenen lloc en el context de
tota la poblacié mundial que pateix la mateixa malaltia.

8.5.3. Ajudaala presa de decisions en terapies complexes: '’exemple
del cancer

Essent el cancer una malaltia també de gran complexitat i, en molts casos, en-
cara lluny de ser resolta, els bessons digitals estan ocupant ja un lloc prevalent en
la presa de decisions en els tractaments de pacients amb tot tipus de cancers.

El gran desenvolupament tecnologic en la seqiienciaci6 génica que hem pogut
veure en les darreres décades ha permeés, entre d’altres, estudiar molt més detalla-
dament i de manera personalitzada els tumors, que préviament eren considerats
homogenis dintre dels respectius tipus histologics. Aquesta suposada homogene-
itat assumida al llarg de bastants anys ha generat dintre de la comunitat cientifica
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una gran muni6 de dades dificils d’interpretar i que, durant els anys recents d’evo-
lucio6 de les técniques d’analisi molecular, s’ha pogut comprovar que eren erronies.
Avui en dia, encara ens trobem amb un percentatge prou baix (33 %) de pacients
que responen als tractaments de quimioterapia abans que aquesta s’hagi redisse-
nyat seguint la informacié de la seqiienciacié massiva del DNA dels tumors. Al
voltant de 200.000 pacients moren anualment a Europa a causa dels efectes adver-
sos de les drogues utilitzades en quimioterapia. Aquesta informacié molecular
que, principalment, s’esta obtenint gracies a la seqiienciacié del DNA dels tumors,
esta reconduint la medicina oncologica cap a una personalitzacié que preveu que
les drogues utilitzades siguin adients al metabolisme dels pacients en concret que es
volen tractar.

La informaci6 de les seqiiéncies del DNA tumoral emmagatzemada en multi-
ples repositoris d’arreu del mon representa, doncs, un actiu de gran magnitud per
aavangcar cap ala medicina personalitzada i, en el cas que ens ocupa, cap al'onco-
logia personalitzada. Aquest seria I'exemple més conegut de maneig de les dades
massives, en el qual les aplicacions informatiques s’utilitzen per a comparar les
seqiiéncies amb els tumors del mateix tipus existents en aquestes bases de dades,
també amb els assaigs clinics realitzats, etc., buscant-hi parallelismes, i, posterior-
ment, s’administrara la droga que millors resultats hagi donat. Aixo és el que IBM
du a terme amb el seu supercomputador Watson i també el National Cancer Ins-
titute (NCI) amb el seu programa National Cancer Institute Molecular Analysis
for Therapy Choice (NCI-MATCH).

Les seqiiéncies del DNA tumoral no son, pero, les uniques variables que de-
terminen la bona o mala resposta dels pacients als tractaments que se’ls adminis-
tra. Tots els pacients son diferents, fins i tot encara que comparteixin les mateixes
seqiiéncies de DNA (o les mateixes mutacions) en els seus tumors respectius, pero
poden tenir un transcriptoma diferent, a més de tenir metabolismes diferents vin-
culats amb interaccions amb altres céllules veines, etc. Les drogues utilitzades en
quimioterapia son també entitats moleculars que interactuen diferentment en les
mateixes malalties i en pacients aparentment similars. Atenent, doncs, al fet que,
com diem, tots els individus son diferents, 'estratégia més raonable que propo-
sen, principalment, els inventors dels bessons digitals seria crear models de pa-
cients digitals, per poder provar in silico en aquests models les diferents drogues
susceptibles de tenir uns bons efectes sobre els tumors en qiiestio, i excloure aixi
les drogues que puguin tenir efectes secundaris deleteris per als pacients.

En resum, i com ja hem comentat, el gran augment de la computaci6 d’alt
rendiment (HPC, de I'angles high-performance computing) experimentat en els
dos darrers anys permet ja la instauracié de repositoris holistics de dades medi-
ques, inicialment de manera vertical, en els casos de malalties complexes amb ne-
cessitats terapeutiques urgents (com els casos que veiem en oncologia i que ja hem
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exposat), pero avanc¢ant cap a un model general de medicina, en el qual aquests
repositoris haurien de crear-se per a cada individu en el moment del seu naixe-
ment i anar-se nodrint progressivament al llarg de tota la vida amb les dades me-
diques que s’anessin generant. Voldriem introduir aqui el procés d’apoderament i
assumpcio6 de corresponsabilitat progressius en tot el que fa referéncia a la salut
que els mateixos pacients han d’anar assumint i que ha de contribuir, també, a la
millora de la seva salut. Ens referim a I'eina de 'Internet de les coses (IoT, de 'an-
gles Internet of things), que progressivament deixara de ser un entreteniment per
passar a ser un veritable sistema de recollida de dades mediques dirigit pels matei-
xos pacients (corresponsabilitzant-los, aixi, del control de la seva salut). De fet, i
per centrar aquesta informaci6 inicament en aspectes medics rellevants per a la
salut dels ciutadans, s’ha encunyat ja el terme Internet de les coses médiques (IoMT,
de I'angles Internet of medical things) per substituir la IoT (Lin i Wu, 2022). Amb
I'abaratiment de I'electronica i les tecnologies de la informacid, en els darrers anys
han anat proliferant els petits «aparells» d’s individual portables (wearables),
que permanentment recullen dades meédiques, de comportament, d’activitat fisi-
ca, etc., dels subjectes que el porten en alguna part del seu cos (polseres intel-
ligents, anells, rellotges, xips diversos, etc.). Certament, aquestes dades que es van
recollint actualment no s’integren sistematicament en cap repositori connectat
amb les dades mediques «oficials» de cada individu, per la qual cosa es perd una
gran quantitat d’informacié de gran valua, que podria enriquir substanciosament
I’historial medic de cada ciutada. Avui, els grans consorcis que treballen en la uti-
litzacid de les dades mediques amb I'objectiu de millorar I'assisténcia, aixi com els
instituts de recerca, les empreses informatiques i d’IA, etc., estan tots desenvolu-
pant aplicacions informatiques capaces de recollir i d’integrar totes les dades que
es recopilen per aquesta via, de manera compatible amb els repositoris medics
dels sistemes de salut.

En el disseny futurista de com podria ser I'assisténcia sanitaria en una socie-
tat avangada (vegeu Health Care Compact for Europe, www.healthcarecompact
foreurope.eu), és a dir, humana, universal, equitativa, tecnologica, cientifica, per-
sonalitzada, preventiva, etc., els bessons digitals, com a repositoris holistics de les
dades mediques dels ciutadans, hi ocuparan un lloc principal, atés que han de ser
la clau que dirigeixi el gir que s’ha de fer cap a aquesta medicina més justa i equita-
tiva, i també, una vegada instaurada, menys costosa.

9. EPILEG

Acabant aquest discurs de presentaci6 a I'Institut d’Estudis Catalans (IEC),
voldria pensar que els exemples que us he exposat sobre la meva experiéncia com
a metge dedicat a la recerca en I'area dels marcadors tumorals han estat d’utilitat,

47



tant pel coneixement intrinsec cientific propi dels exemples com per la informa-
cié del context historic que, crec que, també ens han d’aportar, aixi com per les
perspectives de futur que les noves disciplines tecnologiques obren en I'area de la
salut. Igualment, com deia al principi, només podem parlar de ciencia biomedica
(clinica, translacional, basica, epidemiologica, computacional o digital, etc.), i els
marcadors de les malalties sén un bon exemple, des de fa almenys cinquanta
anys, de la contribucié molt considerable a 'apropament de la ciéncia i la medici-
na. La historia de la medicina ens illustra amb tota riquesa de detalls d’aquest
transit cap al coneixement cientific i, actualment, ens trobem en el moment en
que la nostra civilitzacié disposa del maxim o millor coneixement que hagi pogut
tenir mai. Una altra cosa és que sapiguem aplicar-lo de la manera més generosa,
equitativa i adient per a fer progressar el mon cap al benestar i la salut de tota la
poblacié mundial.

L’acte medic és, per damunt de tot, un acte huma que té com a finalitat resol-
dre un problema huma: la malaltia. El pacient afectat per una malaltia, des de
Iinici, té un patiment intim en forma d’angoixa que necessita, d’entrada, un gua-
riment intim i huma, que el metge ha de liderar cap a la seva consecucié. El bon
professional de la medicina sabra molt bé tot el que haura de fer per aconseguir
aquest guariment (Vilardell, 2009). El gran progrés de la ciencia biomeédica esta
facilitant 'assoliment de 'esperada disminucié de I'impacte de la malaltia en la
societat, i aix0 ha de ser un motiu de satisfacci6 de tota la ciutadania. La medicina
ha de ser equitativa, i sovint veiem que la gran tecnificacié dels diagnostics més
avancats és costosa i no arribara mai a tothom. Aquest és un fet que s’hauria de
revertir. La salut digital planteja una homogeneitzacié de les dades mediques
de tots els ciutadans, mitjancant la qual, i dintre d’un sistema public de salut, ens
situa a tots en el mateix nivell. S6n ben sabuts i extensament discutits els aspectes
etics i legals que I'tis de les dades personals dels pacients comporten, pero pensem
que els experts son capacos de regularitzar aquesta utilitzacié en benefici de tot-
hom, pero de les persones malaltes per sobre de tot. Els pacients a qui hem consul-
tat en aquest sentit sempre han respost que el que més desitgen és curar-se i que
posarien les seves dades a disposicio dels cientifics, si aix0 representés un aveng en
la curacid de les malalties.

La pandémia de la covid-19 que estem vivint esta posant-nos a prova en diver-
sos aspectes, com a persones, com a ciutadans d’un pais o d'un continent, o pot-
ser, millor dit, d’'un planeta unic. Aquesta pandémia també ha accelerat i ha des-
envolupat la recerca, no exclusivament en tot el que es refereix a la infeccio per si
mateixa, sind també en les malalties infeccioses en general i en tecnologies digi-
tals, amb la millora del monitoratge, les prediccions i les intervencions davant
dels grans riscos ecologics planetaris. En el si de la Comissi6é Europea, s’ha creat
una iniciativa per a desenvolupar un model digital de la Terra, que s’Tanomena
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Destination Earth (DestinE), i que no és altra cosa que un besso digital del nostre
planeta amb alta precisid. En el context de I'eix del discurs, hem parlat de les dmi-
ques, de tota la ciéncia informatica, de la transformaci6 digital, de la IA, etc., que
en totes les dimensions de les nostres vides ja ens estan influint en un sentit o un
altre. La IA ja integra sinergies de tot el que acabem de comentar amb el besso di-
gital Destination Earth, i apareix una nova area d’estudi i de treball que anome-
nem genomica de salut planetaria (planetary health genomics). L’analisi i actuacio
globals utilitzant la transformaci6 digital i tot el coneixement cientific disponible,
de ben segur, també ens permetran dissenyar eines més robustes per a afrontar
futures pandeémies i altres amenaces, aixi com construir una societat més resilient
al segle xx1 (Geanta et al., 2021).

10. AGRAIMENTS

En llengua anglesa s’ha popularitzat la frase «Last but not least» quan ens vo-
lem referir al fet que, el que es digui en darrer lloc no és, en cap cas, el menys im-
portant. Amb tota seguretat, pel que fa a la recerca que us acabo d’explicar, hauri-
em d’invertir aquest ordre, ja que el reconeixement a les persones que han fet
possible tots aquests nombrosos anys de recerca és, certament, la part més impor-
tant. Sense elles, res del que us he presentat no s’hauria pogut dur a terme.

Comencgant pels més joves, els que han estat en primera linia, la llista esdevin-
dria inacabable i probablement hi faltarien molts dels importants, ja que aquests
han estat molt nombrosos. Parlo dels doctorants, estudiants de mestratge, de
grau, técnics, estudiants d’estiu, estudiants internacionals, secretaris, administra-
tius, voluntaris, etc.

També han passat pel laboratori molts becaris postdoctorals i altres investiga-
dors, també els visitants d’altres paisos, que han anat progressivament estabilit-
zant els seus llocs de treball, i han pogut romandre permanentment en el grup.
Aquests també han tingut uns rols de maxima rellevancia en tota la recerca pre-
sentada. No voldria oblidar 'estament clinic, que sempre ha fet costat a la nostra
recerca i ha entés com s’havia de dur a terme; sense la gran i generosa collaboracié
entre ells i nosaltres, no s’haurien pogut assolir els objectius plantejats. Molts
d’ells, fins i tot, han experimentat un gir en llurs carreres i shan incorporat tem-
poralment al grup per a adquirir una formacié solida en recerca.

Només faré referencia explicita als mentors que, des de lideratges i funcions
diversos, m’han ajudat i guiat al llarg de la meva carrera. Molt breument, vull re-
cordar els amics doctors Sergi Erill —del Departament de Farmacologia de la
Universitat Autonoma de Barcelona—, amb qui vaig comengar el meu cami en
la recerca; Carmen Conde i Angel Ballabriga —de I'Hospital Infantil Vall d’'He-
bron—, que van conduir la meva recerca en moments dificils en I'entorn hospita-
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lari i durant el periode de formacié MIR en bioquimica; José Séez, director de Re-
cerca a I'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) de
Li6 (Franga), on vaig fer, sota la seva direccid, el meu doctorat; C. Wayne Bardin,
director de departament a The Rockefeller University (Nova York), on vaig fer
una estada postdoctoral, i Jon W. Gordon, del Departament de Biologia Molecu-
lar del Mount Sinai School of Medicine, també de Nova York, on vaig ser assistant
professor abans de retornar a Catalunya. Fou també gracies als doctors Angel Ba-
llabriga i Xavier Trias que fou possible la creacié d’'un gran departament de recer-
ca a ’'Hospital Vall d'Hebron, la Unitat de Recerca Biomedica, que fou 'embrio
del que actualment és el Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR).

També agraeixo al bon amic Ferran Garcia Sevilla, pintor de prestigi recone-
gut, el fet de cedir-me I'tis del seu quadre Suc 3 per a illustrar aquest text, aixi com
als grans amics cientifics la revisio i correccié d’aquest text. A tots, moltes gracies.

Finalment, vull recordar tota la meva familia, que m’ha ajudat sempre en tot, i
en particular, els meus fills, I’Arnau i la Berta, per la seva comprensio i resiliéncia,
pero també pel suport tots aquests anys en que la meva dedicacio a la recerca els
restava estones de vida familiar; la meva companya, ’Esther, per ser sempre a
prop donant el suport necessari en cada moment, i, finalment, els pares, per ser els
iniciadors d’aquest periple i donar-li tot el suport mentre van ser-hi presents.
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