
ADVERTIMENT. Lʼaccés als continguts dʼaq
establertes per la següent llicència Creative Co

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de
establecidas por la siguiente licencia Creative

WARNING. The access to the contents of this
by the following Creative Commons license:
uesta tesi queda condicionat a lʼacceptació de les condicions dʼús
mmons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

esta tesis queda condicionado a la aceptación de las condiciones de uso
Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set
https://creativecommons.org/licenses/?lang=en



 

Programa de Doctorado en Medicina 

Departamento de Medicina 

TESIS DOCTORAL 

 

Determinación del papel de los microRNAs en el desarrollo de daño hepático en 

pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 

 

AUTORA: Daniela Buccione 

 
DIRIGIDA POR 

Dra Mª Cristina Tural Llacher 

Dr Miguel Angel Martínez de la Sierra 

 
TUTOR 

Dr Jordi Tor Aguilera 

 
Barcelona, 2022 



 
 

 ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 iii 

AGRADECIMIENTOS  

Que difícil es poner orden en esta lista. Cierto es que este orden no marcará la importancia de las 

personas que voy a agradecer.  

 

Creo que, de alguna manera, el Prof. Trevisani, médico internista de Bologna, es el culpable inicial 

de todo este proyecto. Me introdujo al mundo de la investigación clínica y me hizo conocer las 

hepatopatías.  

 

Volviendo a la actualidad, a nivel profesional les debo muchísimo a la Doctora Franco y al Doctor 

Martínez. Sin ellos este proyecto de tesis doctoral no hubiera sido posible. Ambos han estado 

activamente implicados en todo el proyecto desde el minuto cero. Son coautores y responsables 

del estudio.  Se ocuparon de los aspectos más técnicos de investigación de esta tesis, llevando a 

cabo la secuenciación masiva de los miRNAs y en definitiva realizando todo el estudio de biología 

molecular.  

 

Un agradecimiento especial va a la Doctora Tural, por su paciencia y su constante energía y por 

creer en mi, a pesar de los retrasos y de los baches que he ido encontrando.  

 

Al Doctor Toni Jou, que me acompañó al empezar la recogida de los primeros datos.  En su 

momento me demostró su gran disponibilidad. Le doy las gracias también por su dedicación y por 

haberme trasmitido el amor a la ciencia, después de años de investigación y asistencia. Gracias al 

Doctor Tor, por insistir en la importancia de emprender el camino del proyecto de tesis doctoral.  



 
 

 iv 

 

Les doy las gracias a todos mis compañeros de trabajo, desde residentes hasta adjuntos, que me 

han apoyado y a veces soportado cuando estaba cansada.  

 

Gracias a mis compañeras Carol Tudela y Laia Llobera. Por haberme ayudado a encontrar tiempo 

donde no lo había y también por haberme ayudado en la gestión de algún tramite burocrático de 

ultimo momento.  

 

La verdad es que pienso que alcanzar una meta algo inesperada como esta, después de años, es un 

logro. Por esto hay que compartirla con todos los que, de alguna manera, en mayor o menor 

medida, han podido aportar algo al proyecto. No me equivoco si digo ¡gracias Hospital Germans 

Trias i Pujol! 

 

Sonará algo raro decirlo, pero le doy las gracias al SARS CoV-2. Me contagié en la etapa final de 

la redacción de la tesis y la cuarentena inesperada me ayudó a finalizarla. 

 

Gracias a toda mi familia, que desde la distancia siempre ha estado apoyándome. 

 

Un grazie speciale al mio papá, che mi é stato sempre vicino con la sua dolcezza, dimostrandomi 

grande curiositá e interesse per quello che facevo.   

 



 
 

 v 

Gianluca, no sé como darte las gracias. Lo hago en castellano, ya que se ha convertido en nuestro 

segundo idioma y también porque, hablando de tesis, es el idioma de esta aventura.  Gracias por 

haberme apoyado psicológicamente, mentalmente y también informáticamente en la elaboración 

final de la tesis. Gracias por estar y por soportarme cuando se me acababan las pilas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 vi 

LISTADO DE ABREVIATURAS 

 
AAD: antivirales de acción directa. 

ALT: alanina aminotransferasa. 

APRI: Aspartate aminotransferase to platelet ratio index. 

AST: aspartato aminotransferasa. 

AUC: area under the curve. 

CAP: controlled attenuation parameter. 

CHC: carcinoma hepatocelular. 

DDI: didanosina. 

ECV: enfermedad cardiovascular. 

EHGNA: esteatosis hepática grasa no alcoholica. 

EHNA: esteato-hepatitis no alcoholica. 

ELF: enhanced liver fibrosis. 

ET: elastografía hepática transitoria. 

FDA: Food and Drugs Administration. 

FIB-4: Fibrosis-4. 

GGT: gamma glutamil transpeptidasa. 

HNR: hiperplasia nodular regenerativa  

HPNC: hipertensión portal no cirrótica. 

HSH: hombres que tienen sexo con hombres. 

IFN: interferón. 



 
 

 vii 

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleósidos. 

HTP: hipertensión portal. 

miRNA: microRNA. 

microRNA: ácido desoxirribonucleico pequeño. 

NAFLD: no alcoholic fatty liver disease. 

NASH: no alcoholic steatohepatitis. 

(PEG)-IFN: interferón pegilado. 

PIIINP: Type III Procollagen Peptid. 

RIQ: rango interquartílico. 

RNA: ácido ribonucleico.  

ROC: receiver operating characteristic curve. 

RT-qPCR: real time quantitative PCR. 

SIDA: síndrome de inmunodeficiencia adquirida. 

TAR: terapia antirretroviral de alta efectividad. 

TARGA: terapia antirretroviral de gran actividad. 

VHB: virus de la hepatitis B. 

VHC: virus de la hepatitis C. 

VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1. 

 

 



 
 

 viii 

ÍNDICE 

RESUMEN .................................................................................................................................................................... 1 

ABSTRACT .................................................................................................................................................................. 2 

1.   INTRODUCCIÓN .................................................................................................................................................. 3 
1.1 Hepatopatía en el paciente infectado por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 ....................... 3 
1.1.1 Afectación hepática asociada a la coinfección por virus hepatotropos ..................................................... 3 
1.1.2 Virus de la hepatitis C ................................................................................................................................. 4 

1.1.2.1 Epidemiología .................................................................................................................................... 4 
1.2.2 Historia natural ............................................................................................................................................ 5 
1.1.2.2 Tratamiento actual del VHC .............................................................................................................. 7 

1.1.3 Coinfección VIH-1 y VHC ........................................................................................................................... 8 
1.1.3.1 Epidemiología .................................................................................................................................... 8 
1.1.3.2 Historia natural .................................................................................................................................. 9 

1.1.4 Afectación hepática asociada al VIH-1 .................................................................................................... 11 
1.1.4.1 Mecanismos directos de daño hepático ........................................................................................... 11 
1.1.4.2 Agieng ............................................................................................................................................. 14 
1.1.4.3 Hepatotoxicidad del tratamiento antirretroviral .............................................................................. 16 
1.1.4.4 Hiperplasia nodular regenerativa como causa de hipertensión portal no cirrótica .......................... 18 
1.1.4.5 Consumo de tóxicos ........................................................................................................................ 19 
1.1.4.6 Hígado graso (esteatosis, esteatohepatitis y cirrosis) ...................................................................... 21 

1.2 Diagnóstico de enfermedad hepática ........................................................................................................ 22 
1.2.1 Biopsia hepática ......................................................................................................................................... 22 
1.2.2 Técnicas no invasivas ................................................................................................................................ 22 

1.3 Los marcadores de fibrosis hepática e hígado graso ............................................................................... 24 
1.3.1 Índices Bioquímicos ........................................................................................................................................ 24 

1.3.1.1   Biomarcadores indirectos ..................................................................................................................... 24 
1.3.1.2 Biomarcadores directos ................................................................................................................... 25 

1.4 Biomarcadores .......................................................................................................................................... 26 
1.5 MicroRNAs ................................................................................................................................................ 26 

1.5.1 Definición de los microRNAs ................................................................................................................... 26 
1.5.2 Función de los microRNAs ....................................................................................................................... 27 
1.5.3 Técnicas para la determinación de microRNAs ........................................................................................ 29 
1.5.4 Papel de los MicroRNAs como marcadores de enfermedades .................................................................. 32 

2.   HIPOTESIS .......................................................................................................................................................... 35 

3.   OBJETIVO ........................................................................................................................................................... 36 

4.   COMPENDIO DE PUBLICACIONES .............................................................................................................. 37 
4.1. Articulo 1 .......................................................................................................................................................... 37 
4.2  Articulo 2 .......................................................................................................................................................... 47 



 
 

 ix 

5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS ................................................................................................ 57 

6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSIÓN ....................................................................................................... 93 

7. CONCLUSIONES ................................................................................................................................................ 100 

8. APLICACIONES Y PROYECTOS FUTUROS ............................................................................................... 101 

9. BIBLIOGRAFÍA .................................................................................................................................................. 104 



  

RESUMEN 
Existen en la actualidad múltiples marcadores no invasivos útiles en la predicción de fibrosis hepática. En la infección 
por VIH-1 la presencia de daño hepático se ve agravada por la coinfección por VHC, el consumo de alcohol y la 
propia terapia antirretroviral. Diversos estudios han demostrado que la infección por VIH-1/VHC y la replicación 
activa del VHC aceleran la evolución a cirrosis y aumentan la mortalidad. En los pacientes coinfectados con el VIH-
1/VHC, por un lado, destaca la elevada frecuencia de esteatosis hepática no alcohólica y su consiguiente riesgo de 
progresión a cirrosis y, por otro lado, se asocia la incertidumbre de que la eliminación del VHC con los agentes 
antivirales directos (AADs) elimina el riesgo de complicaciones hepáticas. Estos antecedentes ponen de manifiesto 
la necesidad de disponer de mejores herramientas diagnósticas de progresión de 
hepatopatía. Diversos microRNAs (miRNAs) han sido asociados al desarrollo de fibrosis hepática, cirrosis 
y hepatocarcinoma, tanto en modelos animales como en humanos. La importancia de la función y distribución de 
los miRNAs en distintos procesos celulares y las evidencias del papel que ejercen en la comunicación intercelular nos 
hace hipotetizar que los miRNAs circulantes son potenciales biomarcadores de progresión de hepatopatía. La 
posible implicación directa de estos miRNAs en procesos patológicos también los convierte en potenciales dianas 
terapéuticas.   
El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido conocer la asociación de determinados miRNAs en pacientes infectados 
por el VIH-1 con o sin coinfección por el VHC, así como establecer el papel pronóstico de los mismos en la 
hepatopatía. Se trata de un estudio retrospectivo de cohorte de pacientes VIH-1 con o sin infección por el VHC, una 
población de monoinfectados por el VHC y un grupo control de individuos sanos. Se han analizado variables 
clínicas, analíticas y anatomopatológicas y se ha determinado la presencia cualitativa y cuantitativa 
de miRNAs mediante técnicas de secuenciación masiva. Los resultados obtenidos se han analizado mediante técnicas 
estadísticas uni y multivariadas.  
Nuestros resultados revelan que la monoinfección por VIH-1 está asociada con una modificación del metabolismo 
hepático de los miRNAs circulantes, habiéndose detectado una sobre expresión de miRNAs asociados previamente a 
daño hepático. En particular, miR-193-5p, miR-125b-1-3p, miR-100-5p, miR-192-5p, miR-99a-5p y miR-122-3p, 
que se correlacionan significativamente con los niveles séricos de transaminasas y el estadio de fibrosis hepática. El 
91% de los pacientes monoinfectados por VIH-1 estaba recibiendo terapia antirretroviral de gran 
actividad (TARGA), hecho que impide discriminar los efectos hepatotóxicos producidos por el TARGA, aunque 
observamos diferencias entre pacientes VIH-1 positivos con niveles elevados y normales de transaminasas.   
En los pacientes coinfectados por VIH-1/VHC se han detectado siete miRNAs asociados con un riesgo elevado de 
fibrosis hepática. En particular, los miRNAs 100-5p y 192-5p podrían ser últiles para elaborar algoritmos 
clínicos/biológicos pronósticos de progresión de hepatopatía en pacientes monoinfectados con VIH-1 o coinfectados 
con VIH-1/VHC.  
En conclusión, la determinación de miRNAs relacionados con daño hepático en pacientes infectados por el VIH-
1 sin coinfección por virus hepatotropos sugiere un impacto directo del VIH-1 sobre el metabolismo hepático. Se ha 
encontrado una sobre expresión de los miRNAs 122-3p y 193b-5b en pacientes monoinfectados con el VHC 
y en los monoinfectados con el VIH-1 con ALT elevadas o con hiperplasia nodular regenerativa. 
Ambos miRNAs están asociados con el grado de elevación de las transaminasas y la gravedad de la fibrosis 
hepática. En la coinfección por VIH-1/VHC los miRNAs 122-3p y 193b-5b han mostrado una sensibilidad y 
especificidad superior al 85% en la predicción de progresión hepática. Nuestros resultados resaltan el potencial de 
los miRNAs circulantes como bimarcadores de daño hepático en pacientes infectados por el VIH-1 con o 
sin coinfección por el VHC.  
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ABSTRACT 
Multiple non-invasive markers of liver fibrosis have shown their utility in predicting liver disease. In HIV-1 infected 
patients, the presence of liver damage is aggravated by HCV coinfection, alcohol abuse, and antiretroviral therapy. 
Several studies showed that in coinfected HIV-1/HCV patients with active HCV replication, hepatopathy progress 
rapidly to cirrhosis, leading to higher mortality. In coinfected HIV-1/HCV patients, on the one hand coexist a high 
frequency of non-alcoholic hepatic steatosis, and the consequent risk of progression to cirrhosis and liver damage 
and, on the other hand, the eradication of HCV infection, with direct antiviral agents (DAAs), not necessary results 
in the risk elimination of liver complications. According to these facts, we need to find better diagnostic tools for the 
progression of liver damage. 
MicroRNAs (miRNAs) have been associated with liver fibrosis, cirrhosis and hepatocarcinoma, both in animal 
models and in human studies. The miRNAs functions and its implication in different cellular processes, with the 
recent evidence of their role in cells communication, make us hypothesize that circulating miRNAs are potential 
biomarkers of progression liver disease. The possible direct role of these miRNAs in pathological processes 
also show their potential as therapeutic targets.   
The main purpose of this study has been to know the prognostic role of certain miRNAs to determine liver 
complications in HIV-1 infected patients with or without HCV coinfection. We have performed a retrospective 
study in a cohort of HIV-1 patients with or without HCV infection, a population of HCV monoinfected patients, and 
a control group of healthy individuals. Clinical, analytical and pathological variables have been analyzed and the 
quantitative and qualitative presence of miRNAs has been determined, using NGS sequencing 
techniques. Results have been analyzed using univariate and multivariate statistical techniques.  
Our data reveals a plasmatic overexpression of miRNAs previously associated with liver damage in HIV-
1 monoinfected patients. Particularly, miR-193-5p, miR-125b-1-3p, miR-100-5p, miR-192-5p, miR-99a-5p and 
miR-122-3p were overexpressed. All these are significantly correlated with serum levels of transaminases and the 
stage of liver fibrosis. The main limitation of our study is given by the fact that 91% of the HIV-
1 monoinfected patients were receiving highly active antiretroviral therapy (HAART), a fact that does not 
allow to discriminate HAART hepatotoxic effects, although we observed differences between HIV-1 patients with 
elevated and normal levels of transaminase. In HIV-1/HCV coinfected patients, a genetic signature of seven miRNAs 
associated with an elevated liver fibrosis risk has been found. Specifically, miRNAs 100-5p and 192-5p could be 
candidates for new clinical/biological algorithms to predict liver progression in relevant populations as HIV-
1 monoinfected or HIV-1/HCV coinfected patients.   
In conclusion, the determination of circulating miRNAs related to liver damage in patients with HIV-1 infection and 
without hepatotropic virus coinfection suggests a direct impact of HIV-1 on liver metabolism. Mainly, an 
overexpression of miRNAs 122-3p and 193b-5b has been found in HCV monoinfected patients and in HIV-
1 monoinfected patients with elevated ALT or regenerative nodular hyperplasia. Both miRNAs are associated with 
the degree of transaminases elevation and liver fibrosis severity. In a cohort of HIV-1/HCV co-infected patients, 
miRNAs 122-3p and 193b-5b have shown a sensitivity and specificity greater than 85% in predicting 
liver progression. Our results highlight the potential of some circulating miRNAs as biomarkers of liver damage in 
HIV-1 infected patients with or without HCV coinfection.  
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1.   INTRODUCCIÓN 
1.1 Hepatopatía en el paciente infectado por el virus de la inmunodeficiencia 

humana tipo 1 

Hoy en día se calcula que aproximadamente el 10-15% de las muertes en pacientes infectados por 

el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) están relacionadas con las hepatopatías1, 

ocupando la enfermedad hepática el segundo lugar como causa de muerte en pacientes infectados 

por el VIH-1, después de las complicaciones directas relacionadas con el síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA)2,3. Lo más temible de la hepatopatía crónica es el desarrollo 

de complicaciones irreversibles, como la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (CHC). Estas 

complicaciones tienen una prevalencia no despreciable en los pacientes con infección por VIH-1 

y representan una carga económica significativa para el sistema de sanidad público. En los 

pacientes infectados por el VIH-1 coinciden diversos factores etiológicos que afectan al tejido 

hepático. A las etiologías clásicas de hepatopatía, se añaden la propia infección por el VIH-1 y su 

tratamiento4. Cabe destacar que, desde el punto de vista analítico, unos niveles plasmáticos 

elevados de las enzimas hepáticas son hallazgo común en los pacientes con VIH-1, incluso en 

ausencia de hepatitis viral o abuso de alcohol5.  

 
1.1.1 Afectación hepática asociada a la coinfección por virus hepatotropos 

A nivel mundial, las infecciones crónicas por virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la hepatitis 

C (VHC) son responsables de más del 80-90% de todos los CHC, los cuales a su vez representan 

el 5% de todos los cánceres6. A pesar de la evidencia epidemiológica de que tanto el VHB como 

el VHC son responsables de la gran mayoría de CHC, el mecanismo de hepatocarcinogénesis viral 
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hoy en día se sigue entendiendo de forma incompleta1. La infección por VHB es responsable de 

la mayor parte del CHC en los países no industrializados y, al contrario, el VHC es responsable 

de la mayor parte del CHC en los países industrializados7. 

 
1.1.2 Virus de la hepatitis C  

1.1.2.1  Epidemiología 

El VHC es un patógeno de distribución mundial, con una seroprevalencia del 2,8%. Es un virus 

muy heterogéneo y hasta ahora se han detectado siete genotipos. La distribución de los genotipos 

difiere entre países y hay correlación entre la distribución y el nivel de desarrollo económico8–10. 

La distribución genotípica tiene implicaciones en el curso clínico y para el tratamiento y el 

desarrollo de fármacos. Los fármacos pangenotípicos son, en particular, necesarios en países no 

industrializados con recursos económicos mediano-bajos, donde el genotipo 1 representa menos 

de la mitad de todas las infecciones11. 

Figura 1 Prevalencia mundial de los genotipos del VHC12.  
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Figura 2 Distribución del genotipo del VHC en el mundo8. 

 

Un estudio epidemiológico relativamente reciente estima que hay 8 millones de personas con 

cirrosis por infección crónica por VHC en el mundo y, de estos individuos, 750.000 progresarán 

a cirrosis descompensada y aproximadamente 410.000 personas desarrollarán un CHC13.  

 
1.2.2 Historia natural 

La principal vía de transmisión del VHC es la endovenosa por administración de drogas. El 

contagio se produce al compartir agujas de venopunción, pero también mediante la contaminación 

de otros objetos utilizados durante el proceso14,15. La transmisión materno-fetal está poco 

estudiada, pero se estima entre el 2 y 8%16,17. La transmisión heterosexual entre parejas 

discordantes es extremadamente baja, de aproximadamente 0,07 por año o 1 por cada 190.000 

contactos sexuales18. En el escenario del VIH-1, la transmisión del VHC a través del consumo de 

drogas endovenosas también es la más frecuente. La coinfección por el VIH-1 aumenta de dos a 

cuatro veces la probabilidad de transmisión de VHC de madre a hijo, siendo la carga viral del 

VHC el principal factor pronóstico17. En relación con la transmisión entre hombres que tienen 
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sexo con hombres (HSH) parece estar asociado a ciertas prácticas sexuales (el fisting, el sexo 

grupal y la utilización de drogas recreativas). Asimismo, se ha demostrado que la coexistencia en 

el momento de la relación sexual de otras infecciones que comparten el mismo mecanismo de 

transmisión, como la sífilis o la infección por Chlamydia, que provocan erosiones muco-cutáneas, 

o la utilización de juguetes, aumentan la probabilidad de transmisión del VHC14. 

 

La infección por VHC puede causar una hepatitis C aguda más o menos sintomática y 

posteriormente entre un 55-85% de los pacientes desarrolla una hepatitis C crónica19–21. Tras una 

infección aguda asintomática, aproximadamente un 15-45% de las personas infectadas elimina el 

virus espontáneamente en un plazo de seis meses, aunque la respuesta inmune contra el VHC 

resulta frecuentemente ineficaz, incluso en personas inmunocompetentes14. En el transcurso de 20 

a 30 años, una proporción de estos pacientes (entre un 5 y un 20%) progresará a la cirrosis hepática 

y presentará complicaciones relacionadas con la insuficiencia hepática y posiblemente 

desarrollará un CHC (incidencia de 1-4% al año)22,23. La progresión no es necesariamente un 

proceso lineal y puede ser acelerada por numerosos factores. El riesgo de desarrollar cirrosis 

aumenta con la edad, con el sexo masculino, el consumo de alcohol mayor a 50 gramos diarios, 

la presencia de obesidad o esteatosis hepática y la coinfección con otros virus, como el VHB y el 

VIH24. La replicación viral del VHC no predice su curso natural, pero ha sido un predictor de 

respuesta a tratamiento, en particular, para el interferón pegilado (PEG)-IFN y de la ribavirina. 

Actualmente tiene menos importancia para el tratamiento con antivirales de alta efectividad libres 

de interferón (AADs). Sin embargo, los genotipos virales difieren en el curso clínico y en la 
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respuesta al tratamiento. La infección por el genotipo 3 del VHC parece tener un curso más 

agresivo y aumentar el riesgo de desarrollar un CHC, comparado con los otros genotipos.  

 
1.1.2.2  Tratamiento actual del VHC 

La investigación básica sobre el VHC ha ido aclarando etapas críticas del ciclo replicativo del 

virus y ha permitido llegar al desarrollo de los AADs, punto de inflexión en el tratamiento del 

VHC. Los AADs hoy en día representan la curación del VHC en la mayoría de las personas25. 

Con el tiempo, el arsenal farmacológico para combatir la infección por VHC ha ido creciendo: 

entre enero de 2011 y noviembre de 2016, la FDA ha aprobado diez terapias y otras dos han sido 

aprobadas en Japón26. Los tratamiento disponibles en España se ven ilustradas en el cronograma 

a continuación 27,28.  

Figura 3 Cronograma introducción AADs en España29. 
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Los regímenes de AADs orales son altamente eficaces, bien tolerados, de duración relativamente 

corta (8-12 semanas) y están ahora disponibles para todos los genotipos del VHC y para 

poblaciones de pacientes históricamente consideradas difíciles de curar. La facilidad de 

dosificación, el perfil de seguridad y la eficacia hacen que estos agentes representen una 

oportunidad de tratamiento para todo paciente con infección crónica por el VHC. En España se 

han tratado con estas nuevas combinaciones aproximadamente 150.000 pacientes desde el año 

2014, a raíz de la implantación del Plan Estratégico para el Abordaje de la Hepatitis C30, 

consiguiendo la curación en la mayor parte de ellos (tasa de respuesta viral sostenida del 95% a 

las 12 semanas). Globalmente, se ha demostrado que las terapias curativas para la infección por 

VHC están mejorando el pronóstico de los pacientes coinfectados por el VIH-1. La introducción 

de los AADs ha casi erradicado la infección por el VHC en los países industrializados, incluso en 

los pacientes con infección por VIH-131–33.  

 
1.1.3 Coinfección VIH-1 y VHC 

1.1.3.1  Epidemiología 

Es notorio que la infección por virus hepatotrópos y, especialmente, por el VHC es altamente 

prevalente en los pacientes infectados por el VIH-1, debido a que estos virus comparten las vías 

de transmisión. El número de personas infectadas por el VIH-1 que padecen una infección crónica 

por el VHC, en todo el mundo, es de aproximadamente 2,3 millones34,35 y sabemos que, en los 

países desarrollados, hasta un 25% de los pacientes con VIH-1 también padece una infección 

crónica por VHC36. En el caso de la coinfección VIH-1/VHC, la prevalencia de la infección por 

el VHC ha cambiado de forma drástica en los últimos años. Tanto la hepatitis crónica como la 
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coinfección en los nuevos diagnósticos de VIH-1 son más prevalentes entre los usuarios de drogas 

por vía parenteral37. En cuanto a los subtipos, al contrario de lo que sucede en la población general, 

el genotipo más prevalente es el genotipo 1a, seguido del 1b, 3 y 4, representado este último más 

el 20% en ciertas partes de Europa38.  

 
1.1.3.2  Historia natural 

En contraste con la escasez de datos que indiquen que la coinfección por VHC altera la historia 

natural de la infección por VIH-1, está claro que la infección por VIH-1 tiene un impacto 

perjudicial sobre la historia natural de la infección por VHC. Antes del uso del tratamiento 

antiretroviral de gran actividad (TARGA), los pacientes infectados por el VIH-1 sucumbían a las 

complicaciones relacionadas con el SIDA. Sin embargo, en la era TARGA, el VIH-1 se ha vuelto 

controlable. La morbilidad y mortalidad causadas por complicaciones relacionadas con el SIDA 

han disminuido significativamente. El aumento de la supervivencia de los pacientes con VIH-1 

ha convertido la enfermedad hepática causada por el VHC en la principal causa de muerte de estos 

pacientes. La coexistencia de infección crónica por VHC y VIH-1 se traduce en un daño hepático 

significativamente mayor39,40. Sabemos que la coinfección con el VIH-1 puede aumentar el riesgo 

de desarrollo de CHC mediante varios mecanismos1. El VIH-1 puede disminuir la tasa de 

eliminación del VHC y aumentar el riesgo de infección crónica y el riesgo de reactivación de una 

infección latente, debido a un defecto en la eliminación inmunomediada del VHC41,42, incluida la 

supresión de la actividad anti-VHC de las células natural killer (NK)43. La coinfección por el 

VIH-1 además parece acelerar la progresión de la enfermedad hepática por VHC, lo que aumenta 

el riesgo de cirrosis y posiblemente cáncer de hígado41,44. En los pacientes con VIH-1 se especula 
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que el aumento del riesgo de CHC, así como de otros cánceres, es el resultado de una vigilancia 

inmunitaria defectuosa contra la oncogénesis43,45.  La mayor probabilidad de cronicidad de la 

infección por VHC asociada con la infección por VIH-1, puede explicar parte del aumento en el 

riesgo de CHC. El aumento de la carga de VHC asociado con la coinfección por VIH-1 podría 

exacerbar el daño hepático y, por lo tanto, acelerar la progresión de la enfermedad. Aunque el 

VHC suele considerarse no citopático, la replicación del VHC o las proteínas del VHC pueden 

inducir directamente daños celulares como la esteatosis46, que también se produce con mayor 

frecuencia en las coinfectados47. Finalmente, la respuesta inflamatoria y las citoquinas inducidas 

por la infección por VIH-1 pueden empeorar la hepatopatía asociada al VHC48,49. En cambio, se 

ha especulado que la respuesta inmunitaria disminuida contra el VHC, como resultado de la 

inmunosupresión inducida por el VIH-1, podría reducir la inflamación y el daño hepático50 y, por 

tanto, ralentizar la progresión a cirrosis y cáncer. Otro aspecto para tener en cuenta en las 

coinfecciones VIH-1/VHC es la enteropatía inducida por el VIH-1, que conduce a la translocación 

microbiana del tracto intestinal al hígado, acelerando la fibrosis y desempeñando un papel en la 

potenciación de la hepatocarcinogénesis del VHC51.  

 

Una preocupación adicional en los pacientes coinfectados por el VIH-1/VHC es la toxicidad 

hepática inducida por la terapia antirretroviral. Uno de cada ocho pacientes tratados con fármacos 

antirretrovirales muestra hepatotoxicidad, una situación que es más probable que ocurra en 

pacientes coinfectados por VHC41,52.  En realidad, varios estudios indican que la función hepática 

en los pacientes coinfectados que reciben TARGA está mejor preservada respecto a los pacientes 

coinfectados que no reciben el tratamiento53. En un estudio prospectivo español sobre 153 
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pacientes coinfectados por VHC/VIH-1, la probabilidad acumulada de supervivencia en pacientes 

que recibieron TARGA fue del 60% al año y del 40% a los 3 años, en comparación con el 38% al 

año y el 18% a los 3 años en los pacientes que no recibían la TARGA39. Benhamou et al.54 

analizaron 182 biopsias hepáticas en pacientes con coinfección por VHC/VIH-1, y encontraron 

que el estadio de fibrosis fue menor en los pacientes que recibieron inhibidores de la proteasa (IPs) 

respecto a los pacientes que nunca habían recibido IPs. Se valoró la prevalencia acumulada de 

cirrosis a los 5, 15 y 25 años demostrando que el tratamiento antirretroviral con los IPs reducía la 

tasa de cirrosis de forma significativa, comparado con los pacientes nunca tratados con un IP. Otro 

estudio sobre pacientes coinfectados, el TARGA se asoció con ausencia significativa de fibrosis 

y la inflamación hepática fue mínima en aquellos pacientes en quienes el TARGA había suprimido 

el RNA del VIH-1 a niveles indetectables55. 

 
1.1.4 Afectación hepática asociada al VIH-1 

1.1.4.1  Mecanismos directos de daño hepático 

El VIH-1 puede producir un daño hepático a través de varios mecanismos: 

1.  Infección directa de las células estrelladas hepáticas y de las células de Kupffer. Las células de 

Kuppfer activadas estimulan la producción de citoquinas pro-inflamatorias y pro-fibróticas, como 

TNF-α y TGF-ß, que actúan sobre las células estrelladas, las cuales son precursoras probadas de 

la fibrosis hepática56. Los resultados obtenidos por Balagopal, et al.57 sugieren que las células de 

Kuppfer frecuentemente se activan en pacientes con recuentos más bajos de linfocitos CD4+. 

Estudios previos demostraron que el VIH-1 a nivel hepático tiene tendencia a infectar primero las 

células de Kuppfer. La pérdida de las células del Kuppfer es consecuencia directa de la actividad 
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citotóxica del virus dentro de las células o es mediada por acción del virus soluble, que estimula 

la producción por parte del huésped de factores capaces de inducir la apoptosis de las células de 

Kuppfer58,59. 

2. Translocación bacteriana. Este fenómeno se ha relacionado recientemente con el déficit de 

linfocitos CD4+ intestinales inducido por el VIH-1. Las células de Kuppfer también parecen estar 

implicadas, por ser responsables de limpiar los productos de translocación microbiana. La 

infección por el VIH-1 altera la capacidad de las células para eliminar los productos de 

translocación bacteriana, potencialmente fibrogénicos58,59. En un estudio de cohorte de personas 

coinfectadas por el VHC/VIH-160, que se encontraban en diferentes etapas de la enfermedad 

hepática, se ha demostrado que la translocación bacteriana estaba estrictamente relacionada con 

la progresión de la enfermedad hepática y que la seroconversión al VIH-1 en las personas 

infectadas por el VHC estaba asociada con un aumento de la translocación bacteriana. En modelos 

animales de otras formas de enfermedad hepática se ha demostrado que la translocación bacteriana 

intestinal tiene un papel fundamental en la promoción de la fibrosis57. Ante los datos disponible 

hasta la fecha, se especula que la translocación bacteriana representa un mecanismo que 

contribuye a la progresión tanto del VIH-1 como del VHC. Balagopal, et al.57 llevaron a cabo un 

interesante estudio sobre la relación entre la densidad de las células de Kuppfer y los niveles 

plasmáticos de linfocitos CD4+ en pacientes coinfectados por VIH-1/VHC. En los pacientes en 

tratamiento con TARGA, que presentaron reconstitución inmune, se objetivó un incremento de la 

densidad de las células de Kuppfer y un aumento del recuento de linfocitos CD4+. Estos resultados 

apoyarían la relación entre la pérdida de las células de Kuppfer y la progresión de la fibrosis 
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hepática, teniendo en cuenta también estudios observacionales previos que relacionan el TARGA 

con una progresión más lenta de la hepatopatía61,62.  

3. La inflamación crónica por la activación del sistema inmunológico57. 

4. La coagulopatía diseminada de bajo grado63.  

Los mecanismos de los puntos 3 y 4 se resumen en la figura a continuación. 

Figura 4 Patogénesis de la inflamación asociada con la infección por VIH-1 63.  

 

La figura 4 muestra un conjunto de las noxas (translocación bacteriana, inflamación, replicación 

del VIH-1 y disfunción hepática) que llevan a la activación crónica de los monocitos y de los 

macrófagos (inmunidad innata) y al estado de hipercoagulabilidad. Tanto el estado procoagulante 

subclínico como la inflamación producen un daño vascular y tisular de los órganos, que llevará a 

la aparición de enfermedades de origen vascular, así como de otras enfermedades secundarias a la 
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inflamación sistémica crónica, que son comorbilidades que teóricamente suelen manifestarse en 

edades más avanzadas de la vida (fenómeno conocido como agieng, que se explicará más 

adelante).  

 
1.1.4.2  Agieng 

El TARGA ha dado lugar a un aumento espectacular de la esperanza de vida de los pacientes 

infectados con el VIH-1. Cada vez más personas están viviendo con el VIH-1 a edades avanzadas. 

Se estima que en los países industrializados más de la mitad de las personas infectadas por el VIH-

1 supera los 50 años de edad64.  

 

A continuación, se presentan los datos epidemiológicos de UNAIDS que ilustran gráficamente la 

mortalidad, la edad media de pacientes con TARGA y la supervivencia de los pacientes con VIH-

1 en los últimos 10 años.  

 

Figura 5 Representación gráfica de la variación de mortalidad relacionada con el SIDA en la última década. Adaptación de UNAIDS 
epidemiological estimates, 2020, https://www.unaids.org/. 
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Figura 6 Representación gráfica de la variación de supervivencia de la población con infección por VIH-1 desde 1990 a 2019. Adaptación de 
UNAIDS epidemiological estimates, 2020 https://www.unaids.org/. 
 
 
La población está envejeciendo mientras recibe el tratamiento y a la vez corre el riesgo de 

desarrollar enfermedades crónicas asociadas con la edad. Las similitudes entre el envejecimiento 

y la evolución de la infección por el VIH-1 y el SIDA sugieren que la infección por VIH-1 

comprime el proceso de envejecimiento, quizás acelerando las comorbilidades y la fragilidad65. 

Por un lado, la probabilidad de seroconversión al VIH-1 disminuye con la edad66 pero, por el otro, 

la edad hace que disminuya el recuento de células T CD4 +67. Esto  implica que el tiempo desde 

la infección por el VIH-1 hasta el desarrollo del SIDA será más corto68–73,  incluso en la era 

TARGA74.  

 

En los pacientes infectados por el VIH-1 la aceleración en el desarrollo de enfermedades 

relacionadas con la edad incluye la cirrosis. Se ha demostrado una relación entre la edad y la 

disminución progresiva del volumen hepático, del número de hepatocitos, del flujo sanguíneo, del 
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metabolismo de los fármacos y de la capacidad hepato-regenerativa, factores que contribuyen al 

aumento de la susceptibilidad a la enfermedad hepática. Se ha observado un aumento de hasta 4 

veces en la morbilidad y mortalidad hepática entre los pacientes mayores, en comparación con los 

adultos jóvenes75. 

 
1.1.4.3  Hepatotoxicidad del tratamiento antirretroviral 

Es notorio que la infección por el VIH-1 y los fármacos antirretrovirales empleados para su 

tratamiento, producen cambios metabólicos y de la grasa corporal65.  

 

Con respecto al metabolismo glucémico, la infección por VIH-1 se asocia con una menor 

resistencia a la insulina76, pero los fármacos antirretrovirales específicos tienen un efecto adverso 

directo sobre el metabolismo de la glucosa77,78. Brown, et al. han detectado una incidencia de 

diabetes o hiperglucemia 4 veces mayor en hombres infectados por el VIH-1 que en hombres no 

infectados79. La exposición acumulada a los inhibidores nucleósidos de la transcriptasa inversa 

(ITIANs) se asocia con una elevada resistencia a la insulina y a una aumentada incidencia de 

diabetes80.  

 

Más complicada es la relación entre infección por VIH-1, TARGA y metabolismo lipídico. 

Sabemos que, tanto el envejecimiento como la infección por el VIH-1, se asocian con la pérdida 

de masa muscular, pero el tipo de pérdida de grasa difiere entre las personas de edad avanzada y 

las infectadas por el VIH-181–83. Los ITIAN y en particular la estavudina, se asocian con la pérdida 

de grasa periférica84. En cambio, hay datos contradictorios sobre la relación entre la edad y la 
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lipoatrofia en personas infectadas por el VIH-185–87. Durante la era anterior al TARGA, la 

infección por el VIH-1 se asociaba con una disminución del colesterol total, del colesterol unido 

a lipoproteínas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), seguido de un aumento en los niveles de 

triglicéridos (TG), a medida que la infección progresaba hasta convertirse en SIDA88. Sin 

embargo, el TARGA aumenta los niveles de colesterol LDL89, y los regímenes basados en 

ritonavir se asocian con niveles altos de TG77,90,91.  

 

Mehta et al. evaluó la relación entre la elevación de las transaminasas, el TARGA y el grado de 

fibrosis hepática. Objetivaron que el 12% de las personas con elevación previa de las enzimas 

hepáticas en curso de TARGA presentó su normalización, siendo el grado de fibrosis hepática de 

estos pacientes similar a los las que tenían las enzimas hepáticas normales55. En la Tabla 2 se 

resumen los principales TARGA disponibles. 

Tabla 1 Agentes antirretrovirales comercializados en España y sus nombres comerciales. En verde, los agentes actualmente utilizados92. 
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1.1.4.4  Hiperplasia nodular regenerativa como causa de hipertensión portal no 

cirrótica 

La cirrosis es la causa más frecuente de hipertensión portal (HTP). La HTP cirrótica se asocia con 

un elevado gradiente de presión venosa hepática (GPVH), debido a una mayor resistencia 

sinusoidal, mientras que en los casos de HTP no cirrótica (HPNC), el GPVH es normal o solo 

levemente elevado y es significativamente más bajo que la presión venosa portal. Las 

enfermedades que provocan HPNC son principalmente de naturaleza vascular y pueden ser 

prehepáticas, hepáticas y poshepáticas. Las causas hepáticas se subdividen en presinusoidales, 

sinusoidales y post-sinusoidales93,94. Dentro de las formas de HPNC, la HPNC idiopática (HPINC) 

o hiperplasia nodular regenerativa (HNR), es una causa rara de HTP intrahepática de etiología 

incierta95–101. Para el diagnóstico de la HPINC se requiere la presencia de signos inequívocos de 

HTP, con permeabilidad de las venas suprahepáticas y del eje espleno-portal y ausencia de cirrosis 

o de otras causas de HTP102–104. Las alteraciones arquitecturales hepáticas abarcan un amplio 

espectro de lesiones, que van desde cambios mínimos hasta alteraciones histológicas más 

relevantes, como la HNR. Los pacientes con HPINC tienen un curso más benigno que los que 

presentan HTP cirrótica y la función hepática suele estar conservada. La patogenia de la HNR 

parece relacionarse con anomalías del flujo sanguíneo hepático portal local. Un daño endotelial 

provocaría una obliteración de las pequeñas vénulas portales en el parénquima hepático94. Al daño 

endotelial se asociarían fenómenos de microtrombosis recurrente. La hipoperfusión venosa portal 

es responsable de la apoptosis de los hepatocitos y a la vez estimula la producción de factores de 

crecimiento celular, que promueven la regeneración tisular hepática99,105–107. La teoría es que los 
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micronódulos se forman en áreas de flujo sanguíneo conservado, representando una respuesta 

hipertrófica compensatoria a los ácinos hepáticos vecinos con alteración del flujo sanguíneo93,108.  

 

Una causa reconocida de HNR es el uso de medicamentos inmunosupresores o quimioterápicos, 

asi como la coexistencia de enfermedades autoinmunes, hematológicas, neoplásicas o infecciosas, 

incluida la infección por el VIH-193. La HRN comprende el 27% de todos los casos de hipertensión 

portal no cirrótica en Europa99,105,106. La prevalencia en los pacientes VIH-1 positivos es de 

alrededor de 0,45-1% y está aumentando por el aumento de supervivencia de esta población. 

Predomina en hombres (50-100%) homosexuales (50-75%) con una infección prolongada 

(mediana 11,5 años, rango de 7 a 15 años) y se relaciona con la reconstitución inmune109. 

 
1.1.4.5  Consumo de tóxicos 

Múltiples factores de riesgo, incluyendo alcohol y drogas, pueden inducir un estrés oxidativo en 

el hígado, resultando en el desarrollo de enfermedades hepáticas graves, como la enfermedad 

hepática alcohólica (EHA) y la esteatohepatitis no alcohólica (EHNA) (Figura 7). 

 

Figura 7 Representación del mecanismo a la base del estrés oxidativo hepático inducido por agentes tóxicos110. 
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La EHA puede progresar de la esteatosis a formas más graves de hepatitis, fibrosis y cirrosis111. 

Más del 90% de los consumidores de riesgo de alcohol desarrolla un hígado graso y alrededor del 

30% desarrollará formas más avanzadas de EHA. Aproximadamente un tercio de los 1,2 millones 

de personas VIH-1 positivas en Estados Unidos consumen cantidades de riesgo de alcohol o 

consumen drogas ilícitas112. En nuestro entorno, el abuso de alcohol y otras sustancias es un 

diagnóstico frecuente en pacientes con infección por VIH-1113,114. Aunque las estimaciones varían 

entre el 8% y el 42%115, la prevalencia de consumo intensivo de alcohol (heavy drinking)116 en 

estos pacientes casi se duplica con respecto a la población general117,118. 

 

Las drogas de abuso pueden causar daño hepático mediante tres modalidades principales, que son: 

o toxicidad intrínseca (dosis-dependiente). 

o toxicidad metabólica o idiosincrásica (dosis independiente). 

o toxicidad idiosincrásica inmunológica (reacción alérgica).  

Los mecanismos de toxicidad hepática suelen ser reversibles119. Si se retira la noxa responsable, 

el hígado, gracias a su capacidad de regeneración, puede renovarse hasta lograr una recuperación 

completa, incluso tras daños extensos120. La patogenia de la EHA no se ha elaborado por completo. 

La consecuencia directa del metabolismo del etanol parece estar relacionada con la producción de 

radicales libres, conocidos como ROS (reactive oxygen species). Los ROS tienen la capacidad de 

producir daños oxidativos, lesiones mitocondriales y esteatosis, características comunes de la 

exposición aguda y crónica al alcohol121–123.  
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Es interesante resaltar como el consumo de alcohol exacerba la patogenia de la infección por el 

VHC y agrava las consecuencias de la hepatopatía crónica relacionada. Aunque la razón exacta 

por lo que el consumo de alcohol afecta varias vías celulares del hígado no está clara, podría 

atribuirse parcialmente a la capacidad del alcohol para suprimir la inmunidad innata y a la 

modulación de la autofagia, mecanismos que pueden aumentar la replicación del VHC124. 

 
1.1.4.6  Hígado graso (esteatosis, esteatohepatitis y cirrosis) 

La esteatosis hepática grasa no alcohólica (EHGNA), conocida como NAFLD (no alcoholic fatty 

liver disease), es presente en un 25-30% de la población mundial125. La EHGNA es una 

enfermedad de amplio espectro, que incluye esteatosis hepática y esteatohepatitis no alcohólica 

(EHNA), con potencial de progresión a fibrosis, cirrosis y CHC126. La frecuencia crecente en todo 

el mundo industrializado de la EHGNA está directamente relacionada con la obesidad, principal 

factor de riesgo para su desarrollo127,128.  

Si por un lado, en la infección por el VIH-1 el TARGA ha mejorado la calidad de vida y la 

supervivencia de los pacientes VIH-1 positivos, por el otro, probablemente ha aumentado la 

prevalencia de obesidad y del síndrome metabólico129. Varios estudios confirman un aumento de 

las tasas de EHNA en sujetos infectados por el VIH-1 con niveles elevados de las enzimas 

hepáticas y en curso de TARGA5,130–134.  Se ha visto una relación entre la aparición de esteatosis 

y el utilizo de algunos inhibidores de transcriptasa inversa análogos de nucleósidos (ITIAN) como 

didanosina (ddI), estavudina (d4T), y zalcitabina (ddC). Estos fármacos pueden promover la 
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toxicidad mitocondrial de los hepatocitos, la acidosis láctica y la esteatosis hepática, aunque los 

resultados son controvertidos135–137. 

1.2   Diagnóstico de enfermedad hepática 

1.2.1 Biopsia hepática 

Clásicamente se hacía referencia a la biopsia hepática (BH) como al gold estándar de 

cuantificación y estadiaje de la enfermedad hepática. Sin embargo, la biopsia es un metódica 

invasiva, no exenta de complicaciones, incluyendo una morbilidad y una mortalidad asociadas138. 

Los altos costos, la variabilidad muestral y la interpretación subjetiva de los sistemas de 

puntuación histológica, hacen que el resultado sea cuestionable139. 

 
1.2.2 Técnicas no invasivas 

A lo largo de los años, se han ido desarrollando estrategias no invasivas para evaluar la presencia 

y extensión de la enfermedad hepática, tanto técnicas de imagen no invasivas como biomarcadores 

séricos. Hoy en día, las pruebas no invasivas para evaluar el grado de fibrosis hepática han 

prácticamente reemplazado la biopsia hepática tradicional. Las principales guías de práctica 

clínica, como las de la European Association for the study  of Liver (EASL) desde el año 2016 140, 

indican que los test diagnósticos no invasivos, concretamente la elastografía transitoria (ET) y 

determinados índices bioquímicos, pueden ser utilizados para la predicción de la severidad de la 

fibrosis hepática en la práctica clínica. Por otro lado, su elevada exactitud diagnóstica ha permitido 

que sean utilizados en la mayoría de ensayos clínicos que evalúan la seguridad y eficacia de los 

nuevos AADs para el tratamiento del VHC141–145. 
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1.2.2.1 Elastometría hepática transitoria 

En las últimas décadas, la atención clínica se ha centrado en la ET, un método que utiliza los 

ultrasonidos para evaluar la rigidez del hígado146. Desde el 2001, la ET se aplica en la práctica 

clínica bajo el nombre FibroScan® (FS) y evalúa la rigidez hepática como marcador sustituto de 

la fibrosis. Mediante la ET podemos medir un segmento de hígado cilíndrico de 1 cm de ancho y 

4 cm de largo en una profundidad media de 4,5 cm, siendo una región de parénquima hepático 

aproximadamente 100 veces mayor que el volumen del cilindro de hígado obtenido por biopsia. 

Durante el examen se realiza una mediana de 10 mediciones. El inconveniente es que la 

información no se puede obtener mediante una sola medición146,147. La ET posee una alta precisión 

para detectar fibrosis moderada y una excelente capacidad para evaluar la cirrosis. Una limitación, 

en cambio, es el solapamiento entre estadios adyacentes de fibrosis, especialmente en los grados 

más bajos148. Las otras princípiales limitaciones de la FS son que no se puede realizar en pacientes 

con espacios intercostales estrechos, ascitis u obesidad y que es una técnica que no aporta 

información sobre la actividad necro-inflamatoria de la hepatitis. 149.  

1.2.2.2 Controlled attenuation parameter  

El parámetro de atenuación controlada, conocido como CAP (controlled attenuation parameter), 

es una aplicación de la ET, disponible en los aparatos de última generación. Mediante el CAP es 

posible medir el grado de atenuación de la onda de ultrasonidos transmitida a través del hígado, 

que es proporcional a la cantidad de grasa hepática. Es un parámetro que estima de forma 

inmediata y no invasiva la esteatosis. La medición se realiza de forma contemporánea a la ET y 
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sufre de las mismas limitaciones técnicas que la. Los datos publicados indican que el CAP es 

capaz de diagnosticar esteatosis incluso leve y discriminar entre esteatosis leve y grave150. 

 
1.3 Los marcadores de fibrosis hepática e hígado graso 

Los marcadores de daño hepático pueden ser indirectos (una combinación de la bioquímica 

hepática de rutina y características generales) o directos (un reflejo del recambio y acumulación 

de la matriz extracelular del hígado).  

 
1.3.1 Índices Bioquímicos 

Varios marcadores bioquímicos se han propuestos hasta la fecha: Actitest151, APRI152, FIB-4153, 

FibroIndex154, FibroTest155, HALT- C156, Fibrosis Probability Index - Sydney157 y Forns158. Se ha 

propuesto utilizarlos de forma combinada con la ET, con el objetivo de aumentar la eficacia 

diagnóstica y evitar la realización de la biopsia hepática en el mayor número de casos posibles.  

 
1.3.1.1   Biomarcadores indirectos 

Los marcadores indirectos comprenden parámetros como las plaquetas, las transaminasas, el 

albúmina y sus combinaciones. Los principales índices bioquímicos indirectos se presentan en la 

Tabla a continuación.  
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Índice	 Parámetros	incluidos	en	el	índice	 AUC	 

Fibrotest	 GGT,	bilirrubina	total,	haptoglobina,	α2-macroglobulina,	Apolipoproteina	A1,	
edad,	sexo	 0,73-0,87	 

Forns	 Edad,	GGT,	colesterol,	plaquetas	 0,81-0,86	 

APRI	 AST,	plaquetas	 0,78-0,88	 

FIB-4 Edad,	recuento	de	plaquetas	y	la	concentración	de	AST	y	ALT	 0,74	 

FPI	-	Sydney	 Resistencia	a	la	insulina,	edad,	consumo	de	alcohol,	AST,	colesterol	 0,71-0,84	 

Tabla 2	Combinaciones de marcadores bioquímicos indirectos con los parámetros demográficos y bioquímicos y el AUC para la predicción    
de fibrosis. Leyenda: GGT - gammaglutamil transpeptidasa, AST- aspartato aminotransferasa, ALT- alanin aminotransferasa. APRI - AST 
to Platelet ratio index. AUC - area under curve). 

1.3.1.2    Biomarcadores directos  

Los biomarcadores directos representan los cambios cuali-cuantitativos que sufre la matriz 

extracelular (ME) durante la fibrogénesis. Pueden dividirse en:  

a) Componentes de la ME (ácido hialurónico, laminina, elastina, fibronectina, péptido 

aminoterminal del procolágeno III, procolágeno I y colágeno IV);  

b) Enzimas reguladoras de la ME involucradas en la síntesis (lisil oxidasa, lisil hidroxilasa, prolil 

hidroxilasa) y en la degradación de la matriz (metaloproteinasas, inhibidores tisulares de las 

metaloproteinasas).  

Las principales limitaciones de la utilización de estos marcadores en la práctica clínica son la 

necesidad de laboratorios especializados para su determinación, así como el elevado coste de las 

técnicas empleadas. En la Tabla a continuación se resumen los principales índices que utilizan 

biomarcadores directos.  
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Índice  Parámetros incluidos en el índice  
 

Hyalurnonan159  Ácido hialurónico  AUC: 0,73-0,86; VPN: 99%.  
ELF160  Edad, TIMP-1, ácido hialurónico, procolágeno III  AUC: 0,8; Se:90%; VPN: 92%. 
Fibrometer161  Recuento de plaquetas, índice de protrombina, AST, α2-macroglobulina, 

ácido hialurónico, urea, edad, elasticidad hepática  
AUC: 0,85-0,89  

FIBROspect162  TIMP-1, ácido hialurónico, α2-macroglobulina  AUC: Se: 72%, Esp 74%, VPP 
61%, VPN 82%. 

Hepascore163 Edad, sexo, bilirrubina total, GGT, ácido hialurónico, α2-macroglobulina  AUC: 0.82-0.9; Se 63-88%; Esp: 
89-74%. 

Tabla 3 Principales índices con combinaciones de biomarcadores directos y el AUC, VPN y Sensibilidad para la predicción de fibrosis. Leyenda: 
Se: sensibilidad, Esp: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, GGT: gammaglutamil transpeptidasa, AST: 
aspartato aminotransferasa, TIMP-1: tissue inhibitors of metalloproteinases-1; AUC: area under curve. 

1.4   Biomarcadores 

Hoy en día, disponemos de biomarcadores capaces de estratificar el grado de inflamación y de 

fibrosis hepática. Estos son fundamentales para optimizar el manejo actual de los pacientes. 

Mirando al futuro y a la prevención del desarrollo de enfermedades crónicas como la fibrosis 

hepática, cada vez más en la práctica clínica se entiende la importancia de disponer de 

biomarcadores pronósticos, capaces de predecir la progresión de la hepatopatía para identificar a 

aquellos pacientes que deben inscribirse en los programas de detección precoz del CHC.  

 

1.5 MicroRNAs 

1.5.1 Definición de los microRNAs 

Los microRNAs (miRNAs) representan una clase de pequeños RNAs no codificantes 

monocatenarios que comprenden de 17 a 25 nucleótidos164, cuya función principal es regular el 

RNA mensajero (mRNA), conduciendo a su degradación, y también a ajustar los niveles de las 

proteínas. La biogénesis de los miRNAs se resume en la Figura a continuación. 
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Figura 8 Biogenesis del miRNA165. 

 
1.5.2 Función de los microRNAs 
 
El papel principal de los miRNAs es la regulación de la expresión génica166, al mediar la 

degradación del RNA mensajero (mRNA) y también su transcripción y traducción a través de 

canales canónicos y no canónicos167. Por mecanismo canónico se hace referencia al proceso 

mediante el cual el complejo miRISC (ver figura 8), que contiene la hebra guía del miRNA, ejerce 

su acción a través de la unión al mRNA diana a través de su región 3’-no traducida (3’-UTR)168. 

Este proceso ocurre gracias a la presencia de una secuencia complementaria de miRNA (seed 

secuence), representada por los primeros 2-7 nucleótidos del extremo 5’. Le sigue la 

desadenilación del mRNA, la supresión de la traducción y finalmente, su degradación169. Sin 

embargo, en las células humanas, aproximadamente el 60% de las interacciones entre el complejo 

miRISC y el mRNA no son canónicas170, lo que significa que sus cadenas no siempre son 
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totalmente complementarias171. De aquí la idea de que un solo miRNA podría actuar sobre 

numerosos mRNA y al mismo tiempo, un mRNA podría contener múltiples sitios de unión para 

un miRNA, convirtiendo esto en la posibilidad de que un gran número de procesos biológicos 

podrían ser regulados por interacciones múltiples de mRNAs y miRNAs168. 

 

Otro papel importante que juegan los miRNAs es la señalización intercelular. A pesar de que la 

mayoría de los miRNAs se encuentra dentro de la célula, hay una proporción que migra fuera de 

ella y se puede encontrar como miRNAs circulantes en fluidos corporales172 y otros líquidos, a 

través de daño tisular, apoptosis y necrosis167, o a través del paso activo, en forma de 

microvesículas, llamadas exosomas, o mediante la unión con proteínas173,174. Se ha demostrado 

que alrededor del 10% de los miRNAs circulantes se secretan en exosomas, mientras que el 

restante 90% se excreta junto a proteínas, como Ago2, nucleofosmina 1 y lipoproteínas de alta 

densidad174–176. Los exosomas son microvesículas con un diámetro de 50 a 100 nm, derivadas del 

endosoma. Estas microvesículas se fusionan con la membrana. Son secretadas por numerosas 

células y se pueden encontrar en la mayoría de los fluidos corporales177,178. Varios estudios han 

demostrado in vitro la asimilación de exosomas por células vecinas, hecho que apoya la teoría de 

una comunicación intercelular de tipo mensaje en una botella179–181. Otra hipótesis más reciente 

es que los miRNAs podrían asignarse selectivamente a ciertos exosomas, debido al hecho de que 

la variedad de miRNAs que se encuentra en estas vesículas tiende a ser diferente de la de su célula 

de origen182–184.  
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1.5.3 Técnicas para la determinación de microRNAs 

La secuenciación masiva, denominada next-generation sequencing (NGS) hace referencia a un 

conjunto de técnicas de alto rendimiento con las cuales se obtienen grandes cantidades de 

información genómica secuenciando el DNA o el RNA de una manera rápida y rentable185. 

Mediante la secuenciación masiva se pueden estudiar el genoma completo, un exoma o paneles 

de genes. Si bien intuitivamente la secuenciación del genoma completo parece ser la estrategia 

más rentable, es menos coste-efectiva, porque se obtiene una inmensa cantidad de información 

dificultosa de analizar y almacenar y el coste que será más elevado que los abordajes dirigidos186. 

Si comparamos la tecnología de secuenciación por microarrays (primera generación) con la 

secuenciación masiva (llamada RNA-Seq), la principal diferencia es que en el primer caso se 

perfilan solo transcripciones/genes predefinidos a través de hibridación con secuencias conocidas, 

mientras que en el segundo se lleva a cabo la secuenciación completa de todo el transcriptoma. 

En una matriz de microarrays (tecnología Affymetrix©), cada punto del chip es una sonda de 

oligonucleótidos definida y la intensidad de la fluorescencia traduce la abundancia de una 

secuencia específica. En la secuenciación RNA-Seq, cada spot coloreado representa un 

nucleótido, y cada color en la ronda indica el siguiente nucleótido de la secuencia (tecnología 

Illumina© Hiseq). Esto se traduce en una mayor especificidad, siendo mejor técnica que los  
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microarrays para detectar transcripciones e isoformas. También es más sensible para detectar la 

expresión diferencial y ofrece un mayor rango dinámico.  

 

Figura 9 Representación gráfica de la tecnología microarrays a la izquierda y de la secuenciación masiva mediante el uso de matriz (flow cell) a 
la derecha. Adaptación de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Microarray_and_sequencing_flow_cell.svg 
 
En general, los pasos fundamentales en la preparación de RNA para el análisis de NGS son:  

1. Proceso de fragmentación y/o adaptación de las secuencias diana para alcanzar la 

longitud deseada.  

2. Conversión de la secuencia diana en DNA bicatenario.  

3. Unión de los adaptadores de oligonucleótidos a los extremos de los fragmentos diana. 

4. Cuantificación del producto final de la biblioteca para la secuenciación. 

 

Fundamental para la de construcción de una librería NGS es la preparación del ácido nucleico 

diana (RNA o DNA) en una forma que sea compatible con el sistema de secuenciación que se 

utilizará. La fragmentación del RNA típicamente se lleva a cabo mediante la utilización de 

métodos físicos (por ejemplo, mediante el uso de ultrasonidos o técnicas de sonicación), químicos 
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o enzimáticos (por ejemplo, a través de endonucleasas no específicas y enzimas de restricción). 

Las metódicas son igual de efectivas a la hora de crear una librería NGS187, aunque dentro de las 

técnicas enzimáticas hay diferencias. Para extraer los fragmentos de miRNAs del RNA total, se 

realiza una selección por tamaño: el RNA total se procesa en un gel de agarosa y se corta la banda 

correspondiente al tamaño de los miRNAs. En el siguiente paso, los adaptadores de secuenciación 

(dímeros) se ligan a las moléculas de RNA del tamaño seleccionado, seguido de la trascripción 

inversa al DNA complementario (cDNA). La biblioteca de cDNA así obtenida se vuelve a ejecutar 

en gel de agarosa y la banda que contiene las moléculas correspondientes a los fragmentos de 

miRNAs con adaptadores ligados se corta para su posterior secuenciación.  

Figura 10 Esquema del procedimiento de secuenciación masiva de miRNAs con Illumina Genome Analyzer. a) extracción del RNA total; b) 

selección de tamaño; c) Ligación de los adaptadores y de la trascriptasa inversa; d) selección tamaño; e) secuenciación188.  
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Dentro de los datos obtenidos de una secuenciación de miRNAs, típicamente se observarán 

muchas secuencias que son casi idénticas, menos por unos pocos nucleótidos. Estas secuencias 

representan diferentes isoformas de un miRNA. El origen y la función de tales isoformas se 

conocen poco. Las isoformas pueden complicar el proceso de análisis, así como la interpretación 

de los resultados. En el análisis de expresión, por ejemplo, no está claro de inmediato cuál de las 

diferentes isoformas debe usarse en la comparación de expresiones, especialmente si los cambios 

de expresión de diferentes isoformas muestran un comportamiento contrario. Actualmente, es una 

práctica común considerar solo la isoforma con el recuento de lectura más alto, lo que parece ser 

una estrategia razonable, pero en el futuro el manejo de isoformas merecerá mayor atención188. 

 
1.5.4 Papel de los MicroRNAs como marcadores de enfermedades 

Estudios recientes sugieren que los miRNAs pueden servir como hub en las redes reguladoras de 

genes que gobiernan numerosas dianas189. Estas evidencias indican que los miRNAs pueden ser 

excelentes biomarcadores. Su expresión podría reflejar la información dispersa en cientos y hasta 

miles de genes diana, además de ser altamente estables y fáciles de detectar.  

 
Los niveles desregulados de miRNAs específicos se han asociado con una variedad de 

enfermedades que incluyen cáncer190, diabetes191, obesidad192, enfermedades cardiovasculares193 

y neurológicas194. En el caso del cáncer, se ha demostrado que la detección de los niveles de 

miRNAs en plasma y suero tiene su potencial para un diagnóstico precoz de diferentes tumores, 

así como para predecir la respuesta a la terapia189.  
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Hoy en día es notorio que los miRNAs regulan diversas funciones biológicas del hígado (como la 

inflamación, la fibrosis y el metabolismo de la glucosa y de los lípidos)195 y los estudios 

disponibles han demostrado la relevancia de los miRNAs en enfermedades hepáticas de diversas 

etiologías196,197,206–215,198–205. Las alteraciones de los miRNAs intracelulares se correlacionan con 

las hepatitis virales, las EHNA y EHA, la lesión hepática inducida por fármacos, la enfermedad 

hepática autoinmune y lesión por isquemia-reperfusión. Recientes evidencias sugieren que los 

perfiles de expresión de los miRNAs son distintos entre las diferentes enfermedades hepáticas. En 

la tabla 4 se resumen los miRNAs implicados en la replicación del VHC descubiertos hasta la 

fecha. 

Tabla 4 miRNAs implicados en la replicación del VHC165. 

 
Numerosos estudios han demostrado la superioridad de los miRNAs para el diagnóstico precoz, 

el pronóstico y la evaluación de las hepatopatías en comparación con los biomarcadores 

tradicionales. Muchos de ellos están registrados en la base de datos Clinicaltrials.gov216. 
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Gracias al estudio de los miRNAs implicados en el desarrollo de la EHNA, se han descubierto 

diversos miRNAs implicados en la fibrogénesis hepática. En las figuras 11 A y B se resumen los 

principales miRNAs descritos y sus funciones216.  

 

Fig. 11A. Papel de los miRNAs en la progresión de la EHNA216                   Fig 17B. Papel de los miRNAs en la progresión de EHNA a fibrosis216. 

 

 

Con respecto a la infección por el VIH-1, se ha demostrado que la presencia del virus puede 

modificar el perfil de los miRNAs en plasma217, en las células mononucleares218 y en la mucosa 

gastrointestinal219. Existen evidencias de que el VIH-1 inhibe las proteínas implicadas en la 

biogénesis y maduración celular de los miRNAs y, como consecuencia, los perfiles de expresión 

de miRNAs220. El perfil de miRNAs circulantes asociado con daño hepático inducido por el VIH-

1 se ha explorado recientemente en pacientes coinfectados con el VIH-1 y VHC196. 
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2.   HIPOTESIS 

La presencia de daño hepático en los pacientes infectados por el VIH-1, agravada por la 

coinfección por VHC, el consumo de alcohol y la propia terapia antirretroviral, representa un 

problema de salud relevante por su riesgo de progresión a cirrosis y CHC, complicaciones que 

conllevan una alta morbilidad y mortalidad. Por otro lado, se asocia la incertidumbre de que la 

eliminación del VHC con los AADs, incluso en aquellos pacientes cirróticos, resulte en la 

eliminación también del riesgo que tienen estos pacientes de presentar progresión de su 

hepatopatía. Estos antecedentes ponen de manifiesto la necesidad de disponer de mejores 

herramientas para el diagnostico y pronóstico de la progresión del daño hepático para nuestros 

pacientes.  

 

Diversos miRNAs han sido asociados al desarrollo de fibrosis hepática, cirrosis y CHC, tanto en 

modelos animales como en estudios en humanos. La importancia de la función y distribución de 

los miRNAs en diversos procesos celulares y las recientes evidencias del papel que ejercen en la 

comunicación entre células nos hace hipotetizar que los miRNAs circulantes diagnostican y/o son 

potenciales marcadores de progresión de la enfermedad hepática. 
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3.   OBJETIVO 

En esta Tesis Doctoral nos hemos propuesto identificar miRNAs circulantes en sangre periférica 

como biomarcadores de diagnóstico y/o progresión del daño hepático en pacientes infectados con 

el VIH-1.  

 

Objetivos secundarios: 

1. Determinar la asociación de los niveles de miRNAs circulantes con la infección por el VIH-1   

 y la coinfección por el VHC. 

 
2. Identificar los miRNA asociados a progresión de la fibrosis hepática en pacientes coinfectados 

 VIH-1/VHC con replicación del VHC activa y en estadios iniciales de fibrosis (F0-F1).  
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4.   COMPENDIO DE PUBLICACIONES  
4.1. Artículo 1 
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A B S T R A C T

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)-induced inflammation and/or long-term antiretroviral drug
toxicity may contribute to the evolution of liver disease. We investigated circulating plasma microRNAs
(miRNAs) as potential biomarkers of liver injury in patients mono-infected with HIV-1. We performed large-scale
deep sequencing analyses of small RNA level on plasma samples from patients with HIV-1 mono-infection that
had elevated or normal levels of alanine aminotransferase (ALT) or focal nodular hyperplasia (FNH). Hepatitis C
virus (HCV) mono-infected patients were also studied. Compared to healthy donors, patients with HIV-1 or HCV
mono-infections showed significantly altered (fold change> 2, adjusted p < 0.05) level of 25 and 70 miRNAs,
respectively. Of the 25 altered miRNAs found in patients with HIV-1, 19 were also found in patients mono-
infected with HCV. Moreover, 13 of the 14 most up-regulated miRNAs (range: 9.3–3.4-fold increase) in patients
with HCV mono-infections were also up-regulated in patients with HIV-1 mono-infections. Importantly, most of
these miRNAs significantly and positively correlated with ALT and aspartate aminotransferase (AST) levels, and
liver fibrosis stage (p < 0.05). MiR-122-3p and miR-193b-5p were highly up-regulated HIV-1 mono-infected
patients with elevated ALT or FNH, but not in HIV-1 patients with normal levels of ALT. These results reveal that
HIV-1 infections impacted liver-related miRNA levels in the absence of an HCV co-infection, which highlights the
potential of miRNAs as biomarkers for the progression of liver injury in HIV-1 infected patients.

1. Introduction

After the advent of highly active antiretroviral therapy (ART), liver
disease became a leading cause of morbidity and mortality in patients
with human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infections (Ford
et al., 2015). HIV-1 infections may cause liver disease through several
mechanisms; HIV-1 can directly infect stellate and Kupffer cells, or it
can cause chronic inflammation, microbial product translocation, and
low-grade disseminated coagulopathy (Deeks et al., 2013). Consequent
to these complex interactions, end-stage liver disease and hepatocel-
lular carcinoma (HCC) are often complications in patients with HIV-1
infections. This effect is exacerbated in patients with chronic hepatitis C

virus (HCV) infections and/or drug-induced hepatotoxicity. Re-
markably, abnormal liver enzymes are common in patients with HIV-1,
even in the absence of viral hepatitis or alcohol abuse (Rockstroh,
2017). End-stage liver disease and cirrhosis were also associated with
bacterial translocations (Wiest and Garcia-Tsao, 2005), immune system
activation and inflammation (Montes-de-Oca et al., 2011), and heart
failure (So-Armah et al., 2017). Consequently, we need biomarkers of
liver disease progression to assess for advanced fibrosis and to identify
patients that should be enrolled in HCC screening programs.

MicroRNAs (miRNAs) are 19–22-nucleotide-long, non-coding RNAs
that operate as negative regulators of translation; they are involved in
many cellular processes (Ameres and Zamore, 2013). Numerous
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miRNAs are in the circulation and in tissues. Importantly, many cir-
culating miRNAs regulate gene expression in other tissues (Thomou
et al., 2017). Dysregulated levels of specific miRNAs have been asso-
ciated with a variety of diseases, including cancer (Mitchell et al.,
2008), diabetes (Guay et al., 2011), obesity (Capobianco et al., 2012),
and cardiovascular disease (Caroli et al., 2013). The relationship be-
tween liver injury and miRNA biology has been studied profusely
(Anadol et al., 2015; Bandiera et al., 2015; Hatziapostolou et al., 2013;
Hung et al., 2016; Huo et al., 2017; Jopling et al., 2005; Kitano and
Bloomston, 2016; Koenig et al., 2016; Li et al., 2014, 2015; Liang et al.,
2010; Liu et al., 2017; Mazzu et al., 2017; Petrelli et al., 2012; Roy
et al., 2017; Shaker and Senousy, 2017; van der Ree et al., 2017; Wang
et al., 2012, 2015, 2017). Those studies have demonstrated the re-
levance of miRNAs in liver function and diseases of diverse etiologies.

Some reports have shown that HIV-1 can modify the miRNA profile
in plasma (Yahyaei et al., 2016), peripheral blood mononuclear cells
(Egana-Gorrono et al., 2014), and gastrointestinal mucosa (Fulcher
et al., 2017). The circulating miRNA profile associated with liver da-
mage in HIV-1 has been recently explored in patients with HIV-1/HCV
co-infections (Anadol et al., 2015). However, knowledge is lacking
about the association between liver injury and peripheral miRNA pro-
files in patients with HIV-1 mono-infections. In the present study, we
conducted a large-scale genome-wide screen to construct a profile of
circulating plasma miRNAs related to liver injury in patients with HIV-1
that were not co-infected with hepatotropic viruses. Our results showed
that the HIV-1 infection could dysregulate circulating liver-associated
miRNAs.

2. Materials and methods

2.1. Study patients

Stored human plasma samples from patients and healthy donors
were obtained with written informed consent under Institutional
Review Board-approved protocols. For this study, we cross-sectionally
analyzed 21 healthy volunteers (control group), 54 patients with HIV-1
mono-infections and 22 patients with HCV mono-infections. Table 1
shows the characteristics of these 3 groups. Patients with HIV-1 infec-
tions were recruited from patients that attended the outpatient HIV
Clinical Unit at Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Out of 53

patients with HIV -1 mono-infections, 22 had normal ALT levels, 20 had
ALT levels above the upper limit of normal, and 11 had biopsy-proven
nodular regenerative hyperplasia (Table 2). Patients with HCV mono-
infections were recruited from the Liver Unit at Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol. In this group, liver fibrosis was evaluated with
transient elastometry.

2.2. RNA extraction and RT-qPCR-based miRNA assays

Plasma samples from 97 individuals were processed to isolate RNA
with the miRCURY RNA Isolation kit-Biofluids (Exiqon), according to
the manufacturer's protocol, with slight modifications. We included a
pre-clearing step by centrifuging 300 μl of plasma for 5min at 3000 ×g
to pellet cellular debris. Prior to extraction, we added 3 μg glycogen
carrier (Ambion) and 2 fmol synthetic RNA from a spike-in mix (spike-
in kit, Exiqon) to 200 μl of cleared plasma supernatant. RNA was eluted
in 50 μl of RNase-free water. Total RNA extracted from each plasma
sample was subjected to quality control (QC) to analyze the robustness
of the plasma RNA isolation procedure and the quality of biological
samples for assaying miRNA expression. We amplified all samples with
the miRNA QC PCR panel (Exiqon) and the miRCURY Locked Nucleic
Acid (LNA™) Universal Reverse Transcription (RT) microRNA PCR
system. Expression levels of the red blood cell-specific miR-451 and the
stable miR-23a were used to monitor hemolysis in all plasma samples. A
ΔCt (miR-23a-miR-451) value < 5 indicated no hemolysis; a value≥ 7
implied an increased risk of hemolysis. We chose samples with the
lowest miR-451/miR-23a-3p ratios in each clinical group for sub-
sequent sequencing-based miRNA profiling (ΔCt values ranged from
−0.72 to 6.3; average 3.15). We performed RT, followed by quantita-
tive PCR (RT-qPCR), according to the manufacturer's protocol. Plasma
RNA was reverse transcribed, followed by real-time PCR amplification
with LNA enhanced primers in the ExiLENT SYBR Green master mix
(Exiqon) on a Lightcycler 480 real-time PCR system (LC480, Roche).
RT-qPCR Cp values were determined with the second derivative method
provided in LC480 software.

2.3. Small RNA library generation and sequencing

Small RNA sequencing libraries were prepared according to the
TruSeq® Small RNA Sample Preparation Guide (Illumina). Briefly, we

Table 1
Clinical and biochemical characteristics of the whole study population according to infection status.

Healthy HCV monoinfected p-valuea HIV-1 monoinfected p-value

N 21 17 – 53 –
Age, median [IQR], yr 37 (35–44.5)b 54 (44.5–70.5) 0.0011 55 (50–60) < 0.0001
Gender, Male (%) 6 (28) 7 (41) – 38 (71) –
Fibroscan (kPa) – 7.9 (5.3–10.65) – – –
Alkaline Phosphatase (U/L), median (IQR) 54 (46–65) 75 (60–115.5) 0.001 85 (66–111) < 0.0001
ALT, (U/L) median (IQR) 15 (12–19.5) 36 (29.5–51) < 0.0001 31 (19–70) < 0.0001
AST, (U/L) median (IQR) 15 (15–20.5) 35.5 (25.5–46) < 0.0001 31 (21–50) < 0.0001
GGT, (U/L) median (IQR) – 39 (21–128) – 47 (27–105) –
Serum Albumin, (g/L) median (IQR) – 42 (38.5–43) – 46.1 (42.1–47.65) –
Total protein, (g/L) median (IQR) 73.4 (71.1–76.6) 71.7 (68.2–74.6) 0.1727 71.9 (68.6–74.4) 0.0765
Total bilirrubin, (umol/L) median (IQR) 8 (6.4–12.65) 10 (8–17) 0.1421 8 (5.3–13.5) 0.7852
HDL, (mmol/L) median (IQR) 1.45 (1.3–1.8) – – 1.2 (1–1.5) –
LDL, (mmol/L) median (IQR) 2.55 (1.95–3.35) – – 3.35 (2.6–4.05) –
Cholesterol, (mmol/L) median (IQR) 4.5 (3.6–5.45) 4.1 (3.55–4.85) 0.2645 5.2 (4.5–6) 0.0374
Triglycerides, (mmol/L) median (IQR) 0.9 (0.5–1.05) 0.9 (0.75–1.1) 0.4359 1.5 (1.2–2) < 0.0001
Creatinin, (umol/L) median (IQR) 69 (60–79.5) 69 (61.4–84.5) 0.5971 73.5 (65–86.5) 0.1139
Glucosa (mmol/L), median (IQR) – 5.5 (4.85–6.55) – 4.8 (4.5–5.5) –
Platelet counts (×109), median (IQR) 253.5 (189.5–348.5) 190 (144.5–223) 0.0039 198 (149–232) 0.0042
CD4 cell counts (cell/mm3), median (IQR) – – – 454 (285–750) –
HCV RNA Viral load log10 (IU/ml), median (IQR) – 6.05 (5.75–6.71) – – –
Undetectable HIV viral load, N (%) – – – 42 (79.2) –
Patients on ART, N (%) – – – 48 (90.6) –

a Mann Whitney test.
b Median, IQR.
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Table 2
Clinical and biochemical characteristics of the HIV-1 mono-infected patients.

HIV-1 mono-infected patients

HIV-1 normal ALT HIV-1 elevated ALT p-valuea HIV-1 FNHc p-value

N 22 20 – 11 –
Age, yr 58 (54–61.5)b 20 (43.5–53) 0.0003 60 (54–69) 0.566
Gender, Male, N (%) 12 (54) 19 (95) – 7 (63) –
Alkaline Phosphatase (U/L)) 83 (64–93) 84.5 (62–108.5) 0.6233 116 (103.5–138.5) 0.0007
ALT, (U/L) 19 (14–22.5) 75.5 (52.5–112) <0.0001 35 (27.5–54) 0.0006
AST, (U/L) 21 (17–24.5) 51.5 (43–71) <0.0001 35 (28–49.5) 0.0007
GGT, (U/L) 24.5 (14.5–38.5) 83 (43.5–214) 0.0001 68 (47–102.5) 0.0019
Serum Albumin, (g/L) 46 (42.05–47.2) 46.8 (41.9–48.3) 0.34 – –
Total protein, (g/L) 70 (67.7–73) 73.7 (71.7–76.1) 0.0179 – –
Total bilirrubin, (umol/L) 6.05 (5–9.5) 8 (5.5–17.05) 0.0697 13.5 (7.65–20.2) 0.0096
HDL, (mmol/L) 1.35 (1–1.55) 1.05 (0.76–1.42) 0.0487 – –
LDL, (mmol/L) 3.3 (2.6–3.7) 3.4 (2.6–4.15) 0.5472 – –
Cholesterol, (mmol/L) 5.35 (4.45–6.1) 5.65 (4.6–6.15) 0.571 4.6 (4–5.2) 0.2765
Triglycerides, (mmol/L) 1.7 (1.2–2.1) 1.55 (1.1–2.15) 0.7433 1.2 (1–1.45) 0.0708
Creatinin, (umol/L) 69 (62–86.5) 82.5 (70.5–91) 0.0394 70 (58.5–82) 0.7343
Glucosa (mmol/L) 4.8 (4.4–5.2) 4.9 (4.5–5.55) 0.2622 5.5 (4.75–5.75) 0.0613
Platelet counts (x109) 198.5 (167–233) 207.5 (167.5–260) 0.7818 125 (99–221.5) 0.0431
CD4 cell counts (cell/mm3) 533 (353.5–970.5) 462.5 (378–684) 0.4203 249 (179.5–283.5) 0.0009
Undetectable HIV-1 viral load, N (%) 17 (77.3) 16 (80) – 9 (81.8) –
Patients on ART 19 (86.4) 18 (90) – 11 (100) –

a Mann Whitney test.
b Median, IQR.
c Focal nodular hyperplasia.

Fig. 1. Expression profile of dysregulated circulating miRNAs. A heat map shows the miRNAs with significant (fold change> 2 and adjusted p < 0.05) dif-
ferential level. Red: up-regulated miRNAs; blue: down-regulated miRNAs; yellow: no change. A) Patients with HIV-1 mono-infections (n= 53, blue) compared to
healthy control donors (n= 21, magenta). Twenty-four miRNAs were up-regulated and 1 was down-regulated. B) Patients with HCV mono-infections (n= 17,
magenta) compared to healthy control donors (n=21, purple). Fifty-two miRNAs were up-regulated and 18 were down-regulated. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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used less than 1 μg of total RNA as starting material (the remaining
48 μl of RNA were concentrated to 5 μl); we used 15 instead of 12 PCR
amplification cycles after ligation of the 3′ and 5′ adapters; and we
performed an automated pooled library size selection. Libraries were
constructed in batches, each with 24 samples; we took special care to
obtain a randomized, balanced representation of all study groups in
every batch to prevent confounding possible technical biases pheno-
types. Prior to pooling and size selection, individual library yields and
molarities were assessed with the DNA 1000 Kit on a Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies), based on an integration of the 135 to 160 bp
size range. Most libraries exhibited visible size patterns and yields ac-
cording to specifications (with major peaks expected around 142 bp for
miRNAs and 152 for piwiRNAs). All libraries were indexed based on
barcoded adapter ligation. Libraries were combined to form in-
dependent pools. Each individual pool was size-selected for products
between 115 and 165 bp with the Pippin Prep automated gel system
and 3% agarose dye-free gel cassettes, with internal standards (Sage
Science). Library pools were cleaned and concentrated by column
centrifugation prior to and after size selection, with the QIAquick PCR
purification kit (Qiagen). Size-selected library pool quality was re-
assessed with the Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit (Agilent
Technologies). The final concentration was derived by qPCR, performed
with the KAPA library quantification Kit for Illumina (Kapa Biosystems)

on a 7900-HT PCR system (Applied Biosystems, Thermofisher). Finally,
for each of the 3 pools, sequencing was performed on 3 independent
HiSeq-2500 lanes (Illumina).

Sequencing was performed on cBot and HiSeq-2500 instruments
(Illumina) with the HiSeq single read cluster generation, version 4,
designed for the cBOT-HiSeq, and the HiSeq sequencing-by-synthesis
50-cycle kit, according to the supplier protocols. Per-sample raw data
files were generated in.fastq format with bcl2fastq conversion software
(Illumina). Platelet as well as red blood cell derived miRNAs have been
found to be present in plasma samples that can dampen cell free RNA
pool and bias results (Blondal et al., 2013; Mitchell et al., 2016). We
took special precautions during RNA extraction to prevent carryover
from cellular debris. This was relevant since platelet counts were found
altered in the disease groups (Table 1). In addition, we performed a
quality control step to select samples with minimal signs of hemolysis.
None of the differentially expressed miRNAs between cases and controls
overlapped with miRNAs described to be of platelet or erythrocytic
origin, in accordance with proper care being taken during plasma se-
paration and clearing prior to RNA extraction. Therefore, the resulting
differentially expressed miRNAs were not directly associated to platelet
counts.

Fig. 1. (continued)
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2.4. miRNA sequence analysis

Small RNA sequence analysis was focused on miRNA expression and
performed with mirPRo software (Shi et al., 2015). Starting with de-
multiplexed raw sequence data, mirPRo performed quality trimming
and removed the adaptor for each read. For efficient read-to-reference
mapping, the final, clean reads in each library/sample were collapsed
into unique sequences with read numbers counted. Novoalign (Li and
Homer, 2010) was used to map the collapsed reads to the pre-miRNAs
(hairpins) downloaded from miRBase (http://www.mirbase.org). Re-
lying on both the canonical mature miRNAs and their pre-miRNA
(hairpin) sequences (downloaded from miRBase), mirPRo quantified
the known miRNAs. A principal component analysis (PCA) executed on
sequence length data showed a cluster of 5 samples that happened to
have a low count yield and exhibited a proportionately very low
number of sequences assignable to miRNAs. Therefore, these 5 samples
were removed from subsequent analyses. MiRNA differential expression
analysis was performed with DESeq2 (Love et al., 2014), with the de-
fault normalization parameters applying a negative binomial model to
test for differential expression in count data, based on estimates of
variance-mean dependence. After normalization, a PCA identified an-
other outlier, which was removed from subsequent analyses. After re-
moving this sample and the 5 samples previously mentioned from the
original 97 patients included in the study, the differential expression
analysis was performed with a dataset containing 91 samples and 1355
miRNAs. This differential analysis was adjusted for the following cov-
ariates: sex, age, and hemolysis. Statistical significance was determined
by computing the adjusted pvalue by the Benjamini and Hochberg
method (Benjamini and Hochberg, 1995), which controls for the false

discovery rate, to account for multiple testing.

2.5. Statistical analysis

The Pearson correlation method was used to analyze associations
between miRNA levels and levels of alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), liver fibrosis, and other clinical
characteristics. Mean values were compared between groups with the
Mann Whitney test. Frequencies were compared between groups with
the Chi-square test. All statistical analyses were performed with
GraphPad Prism version 4.00 for Windows.

2.6. MiRNA sequence data

The data is publicly available in the GEO database under accession
number XXXXXX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

3. Results

Differential miRNA level was determined by comparing miRNA
expression profiles between each patient group (HIV-1 mono-infections
or HCV mono-infections) and the healthy control group. Table 1 shows
the characteristics of study patients and healthy controls. Compared to
healthy donors, the two patient cohorts displayed significantly higher
liver enzyme levels (alkaline phosphatase, ALT, AST, and gamma-glu-
tamyl transferase) and platelet counts (Table 1). Patients with HIV-1
mono-infections, but not patients with HCV mono-infections, showed
significantly higher triglyceride levels than controls. Within the HIV-1
mono-infected group no differences were found between ART treated

Fig. 2. Correlation of plasma miRNA levels with plasma liver enzyme levels. A) Alanine aminotransferase (ALT); B) Aspartate aminotransferase (AST). The 14
identified miRNAs were: miR-193b-5p, miR-483-5p, miR-1224-5p, miR-125b-1-3p, miR-885-5p, miR-100-5p, miR-192-5p, miR-592, miR-193b-3p, miR-125b-2-3p,
miR-629-5p, miR-99a-5p, miR-203a-3p and miR-122-3p). The entire patient cohort and healthy donors were included in this analysis (n= 91). Statistical analysis
was performed with a Pearson correlation.

S. Franco et al. $QWLYLUDO�5HVHDUFK���������������²���

���



 
 

 43 

 

Fig. 2. (continued)

Fig. 3. Correlation of plasma miRNA levels with liver fibrosis stage in patients with HCV mono-infections. A) Correlation of miRNA levels with liver fibrosis
stage. HCV mono-infected patients (n= 17) were included in this analysis. Statistical analysis was performed with a Pearson correlation.

S. Franco et al. $QWLYLUDO�5HVHDUFK���������������²���

���



 
 

 44 

 

and untreated patients regarding their ALT or AST levels (p= 0.6387
and p= 0.7527, respectively).

The miRNA expression profiles determined for 20 patient samples in
the HIV-1 mono-infection group that displayed elevated ALT values
were compared to those of healthy donors and those of 22 samples in
the HIV-1 mono-infection group with normal or significantly low
(p < 0.0001) ALT values (Table 2). Similarly, miRNA expression pro-
files determined for 11 samples in the HIV-1 mono-infection group that
displayed focal nodular hyperplasia (FNH) at the time of sampling were
compared to those of healthy donors and those of 22 patients in the
HIV-1 mono-infection group with normal ALT levels. In addition, pa-
tients with FNH exhibited higher levels of alkaline phosphatase and
platelet counts than those without FNH.

We identified 1355 mature miRNAs in the study samples (median,
568 miRNAs; interquartile range [IQR]: 480-609). In the HIV-1 mono-
infection group, 25 miRNAs displayed significant dysregulation com-
pared to healthy donors; 24 were up-regulated [range: 4.27-fold–2.04-
fold change (FC)], and 1 was down-regulated (−2.57 FC; Fig. 1A and
Supplementary-Table 1). In the HCV mono-infection group, 70 miRNAs
displayed significantly dysregulation compared to healthy controls; 52
were up-regulated (range: 9.3 to 2 FC), and 18 were down-regulated
(range: −3.27 to−2.04 FC; Fig. 1B and Supplementary-Table 2). These
results demonstrated that chronic HCV mono-infections significantly
dysregulated a greater number of circulating miRNAs than HIV-1 in-
fections (p < 0.0001, Chi-square test). Moreover, the observed FCs
were higher in HCV than in HIV-1 samples (p=0.0127, Mann Whitney
test; Supplementary-Tables 1 and 2).

Interestingly, among the 24 up-regulated miRNAs found in HIV-1
mono-infection samples, 19 (including the 11 most up-regulated
miRNAs in this group) were also significantly up-regulated in the HCV
mono-infection group (Supplementary-Tables 1 and 2). Furthermore, of
the 14 miRNAs most up-regulated (range: 9.3–3.4 FC) in the HCV
mono-infection group, 13 miRNAs (mi-R-193b-5p, miR-483-5p, miR-
1224-5p, miR-125b-1-3p, miR-885-5p, miR-100-5p, miR-192-5p, miR-
592, miR-193b-3p, miR-125b-2-3p, miR-629-5p, miR-99a-5p and miR-
203a-3p) were also up-regulated in the HIV-1 mono-infection group.
This result indicated that chronic HIV-1 infections induced consistent
changes in circulating miRNAs that were associated with HCV infec-
tions and liver damage.

The above-mentioned 13 highly up-regulated miRNAs found in both
the HCV and HIV-1 mono-infection groups were analyzed for correla-
tions with different patient clinical characteristics. Remarkably, 8 and
11 of these miRNAs were positively correlated with ALT and AST levels,
respectively, in the entire study cohort, including the healthy donors
(average correlation coefficients, r=0.27 and r=0.36, respectively;
Fig. 2). Thus, circulating levels of these 8 and 11 miRNAs were sig-
nificantly lower in patients with normal ALT and AST levels than in
patients with high levels (p < 0.05; Supplementary-Fig. 2). Eight of
these miRNAs significantly correlated with liver fibrosis stage in our
cohort of HCV mono-infected patients (p < 0.05) (Fig. 3). No differ-
ences in the expression levels of these 13 miRNAs were found when
HIV-1 ART treated and untreated patients were compared (p > 0.05).
Taken together, these results indicated that these 11 circulating
miRNAs might be associated with liver metabolism and damage.

Among the patients with HIV-1 mono-infections, we investigated
circulating biomarkers of liver damage in two specific groups: one with
elevated ALT levels and the other with FNH diagnoses (Table 2). We
compared plasma miRNA levels in these two groups to miRNA levels in
healthy donors and in patients with HIV-1 mono-infections, but normal
ALT levels.

Compared to healthy donors, HIV-1 samples with elevated ALT le-
vels displayed 48 dysregulated miRNAs; 34 were up-regulated and 14
were down-regulated (Supplementary-Fig. 1A and Supplementary-
Table 3). The 34 up-regulated miRNAs included the above-mentioned
13 miRNAs that were up-regulated in patients with HCV and HIV-1
mono-infections. Similar results were obtained with the FNH sample

group; in addition to the 13 above-mentioned miRNAs, another 16
miRNAs were up-regulated (Supplementary-Fig. 1B and Supplemen-
tary-Table 4). Significantly, when HIV-1 mono-infection samples from
patients with normal ALT levels were compared to samples from
healthy donors, we found that only 8 miRNAs were dysregulated in the
former group; 7 were up-regulated, and 1 was down-regulated (Sup-
plementary-Fig. 1C and Supplementary-Table 5). Furthermore, among
the 7 up-regulated miRNAs found in this group of samples, 4 (miR-
1224-5p, miR-885-5p, miR-100-5p, and miR-629-5p) belonged to the
above-mentioned group of 13 miRNAs. Of note, among these 4 miRNAs,
2 (miR-629-5p and miR-1224-5p) were not associated with elevated
levels of ALT or AST (Fig. 2). These results indicated that HIV-1 mono-
infections had a lower impact on circulating miRNA levels in patients
with normal ALT levels than in patients with elevated ALT levels.
However, in the absence of elevated ALT, HIV-1 mono-infections were
associated with the up-regulation of 4 miRNAs that were also highly up-
regulated in the HCV mono-infection group.

When all HIV-1 mono-infected samples with elevated ALT were
compared to all those with normal ALT levels, 25 dysregulated miRNAs
were found; 9 up-regulated and 16 down-regulated (Supplementary-
Fig. 1D and Supplementary-Table 6). The up-regulated miRNAs in-
cluded miR-122-3p, miR-193b-5p, miR-122-5p, miR-99a-3p, and miR-
885-5p. A comparison of miRNA level in samples from patients with
HIV-1 and FNH to level in samples from patients with HIV-1 with
normal ALT levels, showed 7 differentially expressed miRNAs, 3 up-
regulated and 4 down-regulated in the FNH group compared to the HIV-
1 group with normal ALT (Supplementary-Fig. 1E and Supplementary-
Table 7). Analogous to the results obtained with samples from the pa-
tients with elevated ALT levels, miR-122-3p and miR-193b-5p were the
two most up-regulated miRNAs.

The above-mentioned group of 13 miRNAs did not include miR-122-
3p, which was up-regulated in the HCV mono-infection group (Fig. 1B).
In fact, the only patient group that did not show dysregulation of this
miRNA was the HIV-1 mono-infection group with normal ALT levels
(Supplementary-Fig. 1C). Two miRNAs, miR-122-3p and miR-193b-5p,
were significantly correlated with the levels of ALT (r=0.43 and 0.44,
p=0.0040 and < 0.0001, respectively) and AST (r=0.39 and 0.52,
p=0.0099 and < 0.0001, respectively) in the entire cohort (Fig. 2).
Conversely, circulating levels of miR-122-3p and miR-193b-5p were
significantly lower in samples with normal levels of ALT (p=0.0119
and= 0.0028, respectively) and AST (p= 0.0078 and= 0.1927, re-
spectively) (Supplementary-Fig. 2). Finally, miR-122-3p and miR-193b-
5p levels were significantly correlated with liver fibrosis progression in
our cohort of HCV mono-infected patients (r=0.65 and 0.61,
p=0.0435 and= 0.0093, respectively) (Fig. 3). Overall, these results
showed that miR-122-3p and miR-193b-5p were associated with liver
damage in patients with HIV-1 mono-infections.

4. Discussion

Prior studies have documented the circulating levels of miRNAs in
patients with HIV-1/HCV co-infections with regard to the extent and
etiology of liver injuries (Anadol et al., 2015). For example, circulating
levels of miR-122 are higher in patients with HIV-1/HCV co-infections
that have liver injuries, elevated transaminases, and portal hyperten-
sion (Anadol et al., 2015). However, those studies have not focused on
patients with HIV-1 mono-infections without a hepatotropic virus in-
fection. In this study, we have analyzed the plasma circulating miRNA
levels in patients with HIV-1 mono-infections and HCV mono-infec-
tions. Because we aimed to identify biomarkers of liver damage in HIV-
1 infections, we have also compared patients with HIV-1 mono-infec-
tions with normal transaminase levels to patients with elevated trans-
aminase levels and patients with FNH.

We have found that HIV-1 mono-infections are associated with
modified liver miRNA metabolism and up-regulated plasma levels of
miRNAs that have been previously associated with liver damage. We
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show that 14 miRNAs are highly up-regulated in patients with HCV
mono-infections. Importantly, these miRNAs are also up-regulated in
patients with HIV-1 mono-infections that exhibited elevated transami-
nase levels or FNH. Remarkably, fewer miRNAs are up-regulated in
patients with HIV-1 mono-infections with normal transaminase levels.
However, in this group of patients, 4 of the identified miRNAs are
significantly up-regulated, which suggests that, even in the absence of
liver damage indications, HIV-1 infections and/or ART might interfere
with liver metabolism. Therefore, this study demonstrates the potential
of miRNAs as biomarkers of liver injury progression in patients with
HIV-1 mono-infections.

Every miRNA identified in this study has been previously related to
liver injury. MiR-99a-5p and miR-100-5p have been previously asso-
ciated with HCC [reviewed in (Li et al., 2015)]. Both miRNAs are
members of the miR-100 family. Previous studies have shown that they
are down-regulated in HCC liver tissues (Petrelli et al., 2012) and up-
regulated in serum of patients with HCC (Wang et al., 2015). They are
dysregulated in many human cancers, and they are considered tumor
suppressors because they target tumor-related genes, such as mTOR,
AKT1, or PI3K, among others (Li et al., 2015). Likewise, miR-125b in-
hibits HCC cell migration and invasion by targeting LIN28B (Liang
et al., 2010), and it is dysregulated in HCC associated with hepatitis B
virus (HBV) or HCV infections (Liu et al., 2017). Dysregulation of miR-
193b, miR-483-5p, and miR-592 is correlated with HBV-associated HCC
(Mao et al., 2014; Wang et al., 2012). MiR-193b suppresses tumors by
targeting the CRK-like proto-oncogene and focal adhesion kinase
(Mazzu et al., 2017). MiR-483-5p inhibits mouse liver fibrosis by tar-
geting two pro-fibrosis factors, platelet-derived growth factor-β and
tissue inhibitor of metalloproteinase 2, which suppress the activation of
hepatic stellate cells (Li et al., 2014). MiR-592 targets insulin-like
growth factor 1 receptor to suppress cellular proliferation, migration,
and invasion in HCC (Wang et al., 2017). MiR-203-3p targets IL-24 to
modulate HCC (Huo et al., 2017). Serum levels of miR-203a also pre-
dicts liver fibrosis in patients with HCV (Shaker and Senousy, 2017).
Furthermore, miR-629-3p is sufficient to induce stable transformation
of hepatocytes in vitro and in vivo, and its inhibition suppresses HCC
growth (Hatziapostolou et al., 2013). Members of the miR-122 family
are considered key factors in liver disease [reviewed in (Bandiera et al.,
2015)]. MiR-122 is the most abundant miRNA in hepatocytes (Kitano
and Bloomston, 2016). It facilitates replication of HCV viral RNA
(Jopling et al., 2005). In patients with HCV, up-regulated serum levels
of members of the miR-122 family are correlated with elevated ami-
notransferases, liver fibrosis progression, and HCC (Anadol et al.,
2015). Dysregulated levels of circulating miR-122 are also associated
with HCC and HBV infections (Hung et al., 2016). Plasma levels of miR-
122-5p, miR-125b-5p, miR-192-5p, and miR-193b-3p are associated
with HBV infections (van der Ree et al., 2017). MiR-1224 is associated
with acute liver failure in a murine model (Roy et al., 2017). This
function of miR-1224 is mediated by repressing the anti-apoptotic gene,
Nfib, in hepatocytes (Roy et al., 2017). Finally, miR-885 has been
linked to elevated aminotransferases and liver injury in a dog disease
model (Koenig et al., 2016). Overall, based on the fact that the miRNAs
identified in the present study have been previously shown to be in-
volved in liver metabolism and liver pathogeneses with diverse etiol-
ogies, we conclude that HIV-1 infections alone could impact liver
function.

Our results provide compelling evidence that HIV-1 infections im-
pact liver-associated miRNAs. Moreover, our findings strongly suggest
that the identified miRNAs might serve as non-invasive biomarkers of
liver damage progression in patients with HIV-1. In particular, miR-
193-5p, miR-125b-1-3p, miR-100-5p, miR-192-5p, miR-99a-5p and
miR-122-3p, which are significantly correlated with ALT and AST levels
and liver fibrosis stage, can possibly be used as predictive markers of
liver damage progression in HIV-1 mono-infected patients. This work
provides initial proof-of-principle that circulating liver-related miRNAs
are dysregulated during chronic HIV-1 mono-infections and ART.

However, our findings are limited by the fact that 91% of the studied
patients with HIV-1 mono-infections were undergoing ART. Therefore,
we cannot discriminate the effects produced by virus infection and in-
flammation from the potentially toxic effects of ART. Nevertheless,
among the studied patients with HIV-1 mono-infections, we observe
differences between those with elevated and those with normal ALT
levels. These findings strongly suggest that HIV-1 infections played a
role in liver disease progression. Further work should include the
analysis of a large cohort of treatment-naïve patients with HIV-1 in-
fections.
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Circulating microRNA signatures that predict liver
fibrosis progression in patients with
HIV-1/hepatitis C virus coinfections

Sandra Francoa, Daniela Buccioneb, Cristina Turalb

and Miguel Angel Martineza

Objective: The lack of available biomarkers for diagnosing and predicting different
stages of liver disease with a noninvasive strategy is currently one of the main challenges
that clinicians are facing. Recent evidence indicates that the plasma levels of specific
microRNAs (miRNAs) may be significantly altered in patients with liver injury, includ-
ing those with HIV type 1 (HIV-1) infections.

Design/methods: Large-scale deep sequencing analysis of small RNA expression was
performed on plasma samples from 46 patients with HIV-1/hepatitis C virus (HCV)
coinfections that did not exhibit liver fibrosis at the time of sampling.

Results: A total of 1065 different miRNAs were identified. After a mean of 10.3 years,
26 out of the 46 patients developed liver fibrosis (stage F2–4) and 20 remained without
signs of liver fibrosis (stage F0–1). We identified a signature of seven miRNAs: 100–5p,
192–5p, 99a-5p, 122–5p, 125b-2–3p, 1246 and 194–5p, which were highly corre-
lated with progression to liver fibrosis. These seven miRNAs detected liver fibrosis
progression with an area under the curve (AUC) of 0.910–0.806. Two miRNAs, 100–5p
and 192–5p, which displayed the best AUC values, yielded a sensitivity of 88% and a
specificity of 85% for detecting liver fibrosis progression.

Conclusion: Our results demonstrated that circulating miRNA levels had potential in
predicting liver fibrosis progression before the clinical detection of liver fibrosis or signifi-
cant clinical signs, such as elevated liver transaminases or platelets. Thus, our results might
facilitate predictions of liver injury progression in patients with HIV-1-infections.

Copyright ! 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Introduction

Chronic, noninfectious comorbidities are increasingly
important in the medical care of the ageing population of
patients infected with HIV type 1 (HIV-1). Interests have
focused on how a chronic HIV-1 infection might affect
age-related diseases, such as liver disease. Liver disease is a
leading cause of deaths unrelated to AIDS among
individuals living with HIV-1 [1]. In the past, a hepatitis
C virus (HCV) coinfection was the leading cause of
liver disease in individuals with HIV-1. Currently, in

developing countries, the introduction of HCV treat-
ment with direct-acting antivirals (DAAs) has almost
eradicated HCV coinfections in patients with HIV-1.
Nevertheless, HIV-1/HCV coinfections remain an
important area of study, mainly for two reasons. First,
HCVeradication in patients with cirrhosis or precirrhosis
does not completely eliminate liver disease progression.
Second, HIV-1/HCV coinfections might provide a
useful model for learning about liver disease in patients
with HIV-1 mono-infections or even in the general
population.
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One of the main challenges, in general, that clinics are
currently confronting is the lack of available biomarkers
for diagnosing and predicting the different stages of liver
diseases, such as nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)
and nonalcoholic steatohepatitis (NASH), with a
noninvasive strategy, particularly among individuals
infected with HIV-1 [2]. Notably, the prevalence of
NAFLD in HIV-1 mono-infections is about 35%, which
is higher than the global average of 23–25% [3,4].
Current data strongly suggest that HIV-1 and associated
drug exposure play a role in the development and
progression of NAFLD and NASH in individuals living
with HIV-1 [4,5].

MicroRNAs (miRNAs) are 19–22-nucleotide, noncod-
ing RNAs that act as negative regulators of translation.
MicroRNAs are involved in numerous cellular processes
[6]. A growing body of evidence has established that
epigenetic mechanisms, particularly those associated with
the deregulation of gene expression and the activities of
miRNAs, play a major role in many diseases, including
cancer [7], diabetes [8], obesity [9] and cardiovascular
disease [10]. Recent data have indicated that plasma levels
of specific miRNAs might be significantly altered in
individuals with liver injuries [11].

Currently, several noninvasive tools for diagnosing liver
disease are available, including plasma levels of alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) or plate-
lets; algorithms, such as fibrosis-4 (FIB-4) and enhanced
liver fibrosis (ELF test); or liver transient elastography
[12]. In addition, plasma miRNA levels have been
explored as a noninvasive diagnostic tool for detecting the
presence of liver injury in the general population [11,13],
in patients with HIV-1 mono-infections [2,14,15] and in
patients with HIV-1/HCV coinfections [16]. As previ-
ously described for other diseases, here, we aimed to
explore the capacity of circulating miRNAs for predict-
ing liver fibrosis progression before signs of fibrosis (i.e.
stage F0–1) or other clinical parameters were evident.
Our aim was to identify patients at high risk of developing
liver disease. To that end, we performed a large-scale deep
sequencing analysis of small RNA expression on plasma
samples from 46 patients with HIV-1/HCV coinfections
that showed no liver fibrosis in a liver biopsy (fibrosis stage
F0–1). We identified a circulating miRNA signature in
patients who progressed to liver fibrosis.

Patients and methods

Study cohort
This cross-sectional study included plasma samples from
46 patients with HIV-1/HCV coinfections with baseline
histological stage F0-1 liver fibrosis. All patients were
previously described in a prospective study on HIV-1/

HCV [17]. The inclusion criteria were HIV-1/HCV
coinfection; no previous HCV therapy; fibrosis stage F0-1,
confirmed with a liver biopsy performed between January
1997 and December 2007; and a transient elastography
performed between January 2010 and December 2015.
Transient elastography values below 7.6 kilopascals (kPa)
were considered fibrosis stages F0-1, and above 9.5 kPa
fibrosis stages F2-4. To calculate ELF scores, plasma levels
of procollagen III-amino-terminal peptide (PIIINP),
hyaluronic acid and tissue inhibitor of matrix metallopro-
tease-1 (TIMP1) were quantified using commercial
ELISAs (Cusabio and Biorbit). The algorithm to calculate
ELF scores was -7.412þ [ln hyaluronic acid (ng/
ml)" 0.681] þ [ln PIIINP (ng/ml)" 0.775] þ [ln
TIMP1 (ng/ml)" 0.494]þ 10. The clinical characteristics
of this cohort are summarized in Table 1. Plasma samples
from a previously described [2] cohort of 21 healthy,
uninfected volunteers were also analysed as a control group
(Supplementary Table 1, http://links.lww.com/QAD/
C84). Patient and healthy donor samples were obtained
with written informed consent, as required for Institu-
tional Review Board approved protocols.

RNA extraction
RNA was extracted with the miRCURY Isolation kit-
Biofluids (Exiqon, Vedbaek, Denmark). First, 300 ml of
plasma was precleared by centrifuging for 5 min at
3000" g. We collected 200 ml of cleared plasma
supernatant and added 3 mg of glycogen carrier [Ambion
(Thermo Fisher, Rockford, Illinois, USA)] and 2 fmol
synthetic RNA from a spike-in mix (spikein kit, Exiqon).
RNA was eluted in 50 ml of RNase-free water. To analyse
the robustness of the plasma RNA isolation procedure
and the quality of biological samples for assaying miRNA
expression, we performed a quality control analysis of the
total RNA extracted from each plasma sample. Samples
were amplified with the miRNA QC PCR panel
(Exiqon) and the miRCURY Locked Nucleic Acid
(LNA) Universal Reverse Transcription (RT) micro-
RNA PCR system. Haemolysis was detected by analysing
the expression levels of red blood cell specific miR-451
and stable miR-23a. We evaluated the DCt (miR-23a-
miR-451), and defined values less than 5 as no haemolysis
and values at least 7 as an increased risk of haemolysis.
Samples with the lowest miR-451/miR-23a-3p ratios
were selected for subsequent sequencing-based miRNA
profiling (DCt values ranged from #0.72 to 5.86, mean
2.33). Plasma RNA was reverse-transcribed and real-time
PCR (RT-PCR) amplified with LNA-enhanced primers
in the ExiLENT SYBR Green master mix (Exiqon) on a
Lightcycler 480 RT-PCR system (LC480, Roche
(Mannheim, Germany)). RT-quantitative PCR (RT-
qPCR) Cp values were determined with the second
derivative method provided in LC480 software.

Small RNA library generation and sequencing
Small RNA sequencing libraries were prepared according
to the TruSeq Small RNA Sample Preparation Guide
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(Illumina, San Diego, California, USA). Approximately
1 mg of total RNA was used as starting material. Twelve
PCR cycles were performed after ligation of the 30 and 50

adapters. Libraries were constructed in batches of 24
samples. To prevent possible confounding due to
technical biases, we performed a randomized, balanced
representation of the three study groups, progression,
nonprogression and healthy individuals, in every batch.
Prior to pooling and size selection, individual library
yields and molarities were determined, based on an
integration of the 135–160 bp size range, with the DNA
1000 Kit on a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Libraries exhibited visible size
patterns and yields according to specifications (with major
peaks expected around 142 bp for miRNAs and 152 for
piwiRNAs). All libraries were indexed, based on
barcoded adapter ligation. Libraries were combined to
form independent pools. Next, an automated pooled
library size selection was carried out. Each individual pool
was size-selected for products between 115 and 165 bp
with the Pippin Prep automated gel system and 3%
agarose dye-free gel cassettes with internal standards (Sage
Science (Beverly, Massachusetts, USA)). Library pools
were cleaned and concentrated by performing column
centrifugation, prior to and after size selection, with the
QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Size-selected library pool quality was reas-
sessed with the Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit
(Agilent Technologies). The final concentration was

derived with qPCR, performed with the KAPA library
quantification Kit for Illumina (Kapa Biosystems,
Woburn, Massachusetts, USA) on a 7900-HT PCR
system (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Foster City,
California, USA). For each of the three pools, sequencing
was performed on three independent HiSeq-2500 lanes
(Illumina). Sequencing was performed on cBot and
HiSeq-2500 instruments (Illumina), with the HiSeq
single-read cluster generation, version 4, designed for the
cBOT-HiSeq, and the HiSeq sequencing-by-synthesis
50-cycle kit, according to manufacturer protocols. Per-
sample raw data files were generated in fastq format with
bcl2fastq conversion software (Illumina). We also
performed a quality control step to select samples with
minimal signs of haemolysis. None of the miRNA
sequences that were differentially expressed between cases
and controls overlapped with miRNA sequences that
originated in platelets or erythrocytes.

miRNA sequence analysis
We discarded sequencing adapters, mapped miRNAs to
the reference human genome and assessed the RNA
biotypes for each sample with the programs: cutadapt
[18], STAR [19] and featureCounts [3,20], respectively.
Data were stored with miRBase [21], and sRNAbench
[22] was used for the identification of miRNAs
(canonical and isomiR variants). MiRNA analyses were
performed with miRTop [23]. Output files were
generated in the GFF3 format (http://gmod.org/wiki/

MicroRNAs and liver disease in HIV-1 patients Franco et al. 1357

Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics of nonprogressing and progressing HIV-1/HCV-coinfected patients.

Nonprogressing (F0–1) Progressing (F2–4)
Parameter Median (Range) N (%) Median (Range) N (%) Pa

N 20 26 –
Age (years) 39 (27–59)b 36 (29–59) 0.5188
Sex, male, N (%) 14 (70) 19 (73) –
Alkaline phosphatase (U/l) 66 (43–139) 70 (43–195) 0.9929
Bilirubin (mmol/l) 8.5 (4.4–17.2) 11.6 (1.5–22) 0.0090
Serum albumin (g/l) 44 (39–51) 45 (37–51) 0.6420
Creatinine (mmol/l) 84 (71–120) 82 (62–127) 0.9982
Total protein (g/l) 75 (66–84) 72 (61–87) 0.6968
Cholesterol (mmol/l) 168 (96–232) 166 (73–266) 0.8666
Triglycerides (mmol/l) 1.9 (0.6–7.5) 1.3 (0.5–3.4) 0.2449
Glucose (mmol/l) 4.7 (4.2–6.6) 5.1 (3.7–7.8) 0.3854
ALT (U/l) 51 (13–422) 84 (21–268) 0.1895
AST (U/l) 37 (20–369) 61 (20–145) 0.4548
GGT (U/l) 63 (20–262) 81 (12–1949) 0.2345
Platelet counts (x109) 188 (114–301) 192 (107–297) 0.6278
PIIINP (ng/ml) 4.0 (1.3–10.4) 4.0 (1.3–8.7) 0.3950
HA (ng/ml) 242 (90–428) 352 (91–1351) 0.0104
TIMP1 (ng/ml) 370 (109–1259) 448 (127–1996) 0.2762
ELF score 10.1 (8.5–12.5) 10.9 (8.5–12.9) 0.0510
FIB-4 1.1 (0.6–3.8) 1.4 (0.5–2.8) 0.2149
Steatosis 3 (15%) 6 (23%) 0.5726
On antiretroviral therapy 17 (85%) 26 (100%) 0.7060
CD4þ 624 (336–1234) 481 (234–1431) 0.0300
CD8þ 1237 (509–2314) 1024 (476–3222) 0.5600
CD4þ/CD8þ 0.52 (0.29–1.19) 0.53 (0.10–1.15) 0.5010
HCV VL (log) 5.6 (1.7–5.9) 5.7 (1.7–7.5) 0.1718
Detectable HIV VL (>100) 6 (30%) 12 (46%) 0.4575

aMann–Whitney test.
bMedian, IQR.
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GFF3). Differential expression analyses were performed
with the DeSeq2 [24] and Glimma [25] packages
provided in R software (http://www.r-project.org).
The number of false-differentially expressed miRNAs
was reduced with the Approximate Posterior Estimation
for the Generalized Linear Model method [26].

Statistical analysis
Associations between miRNA levels and liver fibrosis
(transient elastography measurements) were evaluated
with the Pearson correlation method. Mean values were
compared between groups with the Mann–Whitney test.
Frequencies were compared between groups with the
Chi-square test. Receiver operating characteristic (ROC)
curves were performed with the Wilson–Brown method,
with a 95% confidence interval (95% CI). All statistical
analyses were performed with GraphPad Prism version
8.3.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, USA).

MiRNA sequence data
The data are publicly available in the GEO database under
accession number GSE161845 (http://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/geo/).

Results

Initially, we performed a large-scale deep sequencing
analysis of small RNA expression in plasma samples from
46 patients with HIV-1/HCV coinfections that did not
exhibit liver fibrosis (stages F0–1) at the time of sampling
(Table 1) and in 21 uninfected healthy controls. After a
mean of 10.3 years, 26 patients with coinfections
developed liver fibrosis (stages F2–4; progression group)
and 20 showed no sign of liver fibrosis (stages F0–1;
nonprogression group). Remarkably, at the time of
sampling, no significant clinical differences were observed
between the progression and nonprogression groups (i.e.
sex, age, AST, ALT, GGT, platelets, PIIINP, ELF score or
FIB-4 index; Table 1). However, the levels of bilirubin,
hyaluronic acid and the number of CD4þ cells were
significantly different in the progression group, compared
with the nonprogression group (Table 1). When all
patients with HIV-1/HCV coinfections were compared
with 21 uninfected healthy patients, those with coinfec-
tions had significantly higher levels of hepatic enzymes
(ALT and AST), alkaline phosphatase, creatinine and
triglycerides, and a lower number of platelets (Supple-
mentary Table 1, http://links.lww.com/QAD/C84).
Moreover, the 20 patients in the nonprogression group
had significantly higher levels of ALT, AST, alkaline
phosphatase, creatinine and triglycerides, and a lower
number of platelets, compared with healthy controls.

Among an average of 3.2 million miRNA reads per sample,
we detected 1065 different miRNAs across all analysed
plasma samples (median, 712miRNAs; interquartile range:

672–750). To identify potential miRNA biomarker
candidates, we applied highly stringent cutoff values, for
plasma abundance (average log2 counts per million>5), for
effect size (fold-change>2.0) and for significance (adjusted
P< 0.05). Compared with the 21 healthy controls, the 46
patients with coinfections displayed 16 upregulated and 1
downregulated miRNAs (Supplementary Table 2, http://
links.lww.com/QAD/C85). Among these 17 identified
miRNAs, some (miRNA-122–5p, miRNA-192–5p and
miRNA-375) were previously associated with liver disease
and NAFLD in the general population [11,12]. Similarly,
others were previously associated with HIV-1 infections
(miRNA-100–5p, miRNA-99a-5p, miRNA-30a-5p and
miRNA-96–5p) [2]. Next, we compared miRNA profiles
between the progression and nonprogression groups. As
shown in Fig. 1a, among the 16 upregulated miRNAs,
seven (miRNA-100–5p, miRNA-192–5p, miRNA-
99a-5p, miRNA-122–5p, miRNA-125b-2–3p,
miRNA-1246 and miRNA-194–5p) were highly associ-
ated with progression to liver fibrosis (Table 2, Fig. 1b).
These seven miRNAs were significantly upregulated at
baseline in the progression group, and they significantly
correlated at the end point with transient elastography
scores of the all 46 coinfected patients (respectively:
r¼ 0.51, P¼ 0.0003; r¼ 0.47, P¼ 0.0010; r¼ 0.47,
P¼ 0.0009; r¼ 0.47, P¼ 0.0010; r¼ 0.42, P¼ 0.0040;
r¼ 0.51, P¼ 0.0003; and r¼ 0.40, P¼ 0.0058; Fig. 2).
These results supported the notion that baseline circulating
plasma levels of the seven identified miRNAs might have
prognostic value in predicting liver fibrosis stage advance-
ment. No significant correlations were found between
baseline ALT, AST, PIIINP or FIB-4 values and the
transient elastography scores (respectively, r¼ 0.02,
P¼ 0.4128; r¼ 0.03, P¼ 0.2703; r¼ 0.03, P¼ 0.2381
and r¼ 0.06, P¼ 0.1061). A week correlation was
observed between baseline CD4þ cell counts, ELF scores
and transient elastography scores (respectively, r¼ -0.31,
P¼ 0.0396; r¼ 0.37, P¼ 0.0123). Levels of two miRNAs,
miRNA-100–5p and miRNA-122–5p, also poorly
correlated with baseline CD4þ cell counts (r¼ 0.14,
P¼ 0.0108 and r¼ 0.12, P¼ 0.0164, respectively). Inter-
estingly, these seven miRNAs were highly correlated with
each other (Supplementary Table 3, http://links.lww.-
com/QAD/C86). For instance, correlations were r¼ 0.95
(P< 0.0001) for miRNA-100–5p and miRNA-99a-5p;
r¼ 0.89 (P< 0.0001) for miRNA-100–5p and miRNA-
192–5p; r¼ 0.91 (P< 0.0001) for miRNA-192–5p and
miRNA-99a-5p; and r¼ 0.89 (P< 0.0001) for miRNA-
192 and miRNA-5p-122–5p. The correlations strongly
suggested that these miRNAswere equivalent predictors of
liver fibrosis; thus, measuring pairs or three of these
miRNAs would be unlikely to improve the predictive
performance of any one of these seven miRNAs.

Next, we evaluated the diagnostic performance of these
seven miRNAs with a ROC analysis. For miRNA-100–
5p, the area under the ROC curve (AUC) was 0.902 (95%
CI: 0.814–0.990, P< 0.0001) (Fig. 3a). With a stringent
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Fig. 1. Differences in baseline microRNA patterns in patients with HIV-1/HCV coinfections that progressed to liver fibrosis. (a)
Volcano plot of differentially regulated baseline microRNAs in patients with HIV-1/HCV co-infections that progressed to liver
fibrosis. To identify biomarker candidates, we set the cutoff for the plasma concentration (average log2 counts per million) to >5,
the fold-change in effect-size to >2.0 and the significance level to an adjusted P<0.05. A set of seven upregulated (red)
microRNAs was identified. (b) Expression heat map of regulated miRNAs in plasma of patients with HIV-1/HCV coinfections;
red¼higher expression than the mean; green¼ lower expression than the mean, shown in the legend at the bottom.

Table 2. Differential expression at the total miRNA level for HIV-1/HCV coinfection nonprogressing versus progressing patients.

miRNA Base meana Fold changeb Log2 fold change P-adjustedc

hsa-miR-100–5p 1520.92 2.71 1.44 8.92"10#8

hsa-miR-192–5p 66 477.89 2.32 1.214 4.59"10#7

hsa-miR-99a-5p 569.2 2.29 1.20 4.59"10#7

hsa-miR-122–5p 276.15 2.72 1.44 4.24"10#6

hsa-miR-125b-2–3p 233.45 2.18 1.13 7.67"10#6

hsa-miR-1246 2705.66 2.13 1.10 0.00024
hsa-miR-194–5p 121.47 2.00 1.00 0.0013

aThe average of the normalized count values according to DeSeq2.
bThe effect size estimate according to DeSeq2.
cP value adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg.
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cutoff of more than 981 miRNA-100–5p counts, we
found a sensitivity of 88% (95% CI: 71–96) and a
specificity of 83% (95% CI: 64–95) for distinguishing
progression from nonprogression. The odds ratio (OR)
for an adverse event of the diagnostic performance of
miRNA-100–5p was 43.44 (P< 0.0001). Similarly, for
miRNA-192–5p, the ROC AUC was 0.910 (95% CI:
0.823–0.996, P< 0.0001) and, with a stringent cutoff of
more than 47 604 miRNA-192–5p counts, the
sensitivity and specificity values were 88% (95% CI:
71–96) and 85% (95% CI: 64–95), respectively
(OR¼ 43.44, P< 0.0001) (Fig. 3a). Comparable results
were obtained with miRNAs 99a-5p, 122–5p, 125b-2–
3p, 1246 and 194–5p, which yielded AUC values of
0.900 (95% CI: 0.811–0.989, P< 0.0001), 0.900 (95%
CI: 0.807–0.993, P< 0.0001), 0.900 (95% CI: 0.803–
0.997, P< 0.0001), 0.806 (95% CI: 0.671–0.935,
P¼ 0.0004) and 0.842 (95% CI: 0.741–0.970,
P< 0.0001), respectively (Fig. 3a). Importantly, the
observed miRNA AUCs exceeded the AUCs of other
standard baseline circulating blood parameters, including

ALT, AST, GGT, PIIINP, ELF score and FIB-4, which
yielded AUC values of 0.759 (95% CI: 0.615–0.93,
P¼ 0.0029), 0.778 (95% CI: 0.636–0.920, P¼ 0.0014),
0.592 (95% CI: 0.424–0.760, P¼ 0.2875), 0.579 (95%
CI: 0.396–0.761, P¼ 0.3875), 0.682 (95% CI: 0.510–
0.854, P¼ 0.0424) and 0.633 (95% CI: 0.464–0.801,
P¼ 0.1263), respectively (Fig. 3b). Overall, these results
indicated that circulating miRNAs showed predictive
potential as biomarkers of liver fibrosis progression in
patients with HIV-1/HCV coinfections.

These results were based on the differential expression of
total miRNAs. However, many miRNAs have several
length and/or sequence variants, termed isomiRNAs
[27]. Variant miRNAs, isomiRNAs and canonical
miRNAs are available in several databases (i.e. miRBase).
Therefore, we generated matrices to explore miRNA
expression at any level: canonical miRNAs, variants,
single isomiRNAs or total miRNAs. Interestingly, we
found that isomiRNAs had greater statistical power in the
differential expression analysis. For example, in the
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1246 and 194–5p and the transient elastography liver fibrosis score. Red¼ liver fibrosis progression; black¼nonprogression.
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differential expression analysis, the miRNA-100–5p
iso_3p:-2 variant exhibited better results than total
miRNA-100–5p (Supplementary Table 4, http://
links.lww.com/QAD/C87). Importantly, the miRNA-
100–5p analysis showed that expression of the canonical
variant was nearly absent. Furthermore, compared to the
total miRNA-100–5p, the miRNA-100–5p iso_3p:-2
variant displayed a better correlation with transient
elastography scores (r¼ 0.61, P< 0.0001) and a better
AUC (0.919, 95% CI: 0.837–1.000, P< 0.0001). A
differential, single variant analysis of miRNA-192–5p
also improved the differential expression results (Supple-
mentary Table 4, http://links.lww.com/QAD/C87). In
this case, and in contrast to miRNA-100–5p, the
canonical variant was the most highly expressed sequence
(Supplementary Table 4, http://links.lww.com/QAD/
C87). An individual analysis of the miRNA-192–5p
variant also slightly improved the correlation with
transient elastography scores (r¼ 0.51, P¼ 0.0003) and
the AUC (0.915, 95% CI: 0.833–0.997, P< 0.0001).
However, the statistical power of differential expression
was increased when the miRNA-192–5p iso_5p:-1
variant was analysed (Supplementary Table 4, http://
links.lww.com/QAD/C87). This variant was better
correlated with transient elastography scores (r¼ 0.55,
P< 0.0001) and had a higher AUC (0.927, 95% CI:
0.853–1.000, P< 0.0001). Thus, isomiRNA variants
might provide greater statistical power in the differential
expression analysis, due to their specificity, and conse-
quently, they might represent better biomarkers for
differentiating among conditions of interest.

Discussion

The present study demonstrated that a miRNA-based
biomarker could anticipate liver disease evolution. Our
large-scale deep sequencing analysis identified a signature
of seven miRNAs (100–5p, 192–5p, 99a-5p, 122–5p,
125b-2–3p, 1246 and 194–5p) that specifically detected
liver fibrosis progression before clear signs of fibrosis were
evident. In particular, two miRNAs, 100–5p and 192–
5p, displayed the highest predictive value, based on
sensitivity and specificity.

Remarkably, the miRNAs identified here were previ-
ously related to liver injury. MiR-100–5p and 99a-5p,
which belong to the miR-100 family, were previously
associated with hepatocellular carcinoma (HCC) [28],
including hepatitis B virus (HBV)-related HCC [29,30].
These miRNAs were downregulated in HCC liver tissues
[31], upregulated in the serum of patients with HCC
[29,30], and upregulated in liver tissue of patients with
NASH [32]. They are also deregulated in many human
cancers, wherein they are considered tumour suppressors,
because they target tumour-related genes, such as
mTOR, AKT1 and PI3K, among others (Li et al.,
2015). MiRNA-192–5p is abundant in human liver

tissue. It has been associated with histological liver disease
severity, it is significantly upregulated in NASH, it is
correlated with HCC and it is clearly profibrogenic
[33,34]. We previously showed that these three miRNAs,
100–5p, 99a-5p and 192–5p, were significantly upre-
gulated in patients with HIV-1 mono-infections [2].

The other four miRNAs, 122–5p, 125b-2–3p, 1246 and
194–5p, which were associated with liver fibrosis
progression, were also previously implicated in liver
disease and cancer. MiRNA-122 represents 70% of all
miRNA copies found in hepatocytes [35], and was
identified as a major regulator of hepatic lipid metabolism
[11]. Deregulated miRNA-122 expression was associated
with a variety of liver diseases and dysfunctions, including
viral hepatitis, alcohol-induced liver disease, NAFLD,
NASH and HCC [13,16,34,36–39]. Accumulated evi-
dence has indicated that hepatic miR-122 secretion is
promoted by fatty acid dependent mechanisms [40].
Circulating miRNA-125b-2–3p levels were suggested as a
novel biomarker for HBV-positive HCC [41]. MiRNA-
125b-2–3p was also associated with renal cell carcinoma,
wherein it promoted tumour metastasis by targeting EGR1
[39]. MiRNA-1246 was upregulated in the serum of
patients that developed HCC, and it was associated with
aggressive tumour characteristics [42,43]. MicroRNA-
1246 directly targets glycogen synthase kinase 3b, 25axis
inhibition protein2, nuclear factor IB and protein kinase
cAMP dependent type I regulatory subunit a. It was also
shown to be involved in tumour progression and metastasis
[44,45]. Finally, miRNA-194 was described as a valuable
prognostic marker of HCC [46]. Its expression was
significantly reduced in HCC tissues, and it was an
independent prognostic factor for poor HCC prognosis
and low disease-free survival rates. MiR-194 regulates the
progression of HCC by directly inhibiting the expression
of MAP4K4. Plasma levels of miRNA-194–5p were also
associated with hepatitis B e-antigen status in patients with
chronic HBV infections [47]. In summary, current data on
the seven miRNAs described in our study indicate that
they all impact liver physiology, which implicates them in
liver fibrosis development.

Five of the seven miRNAs identified here (100–5p, 192–
5p, 99a-5p, 122–5p and 125b-2–3p) were formerly
found upregulated in the circulating plasma of HCV and
HIV-1 mono-infected patients [2]. These results indi-
cated that HIV-1 mono-infections and/or antiretroviral
therapy might interfere with liver metabolism. Indeed,
previous studies showed that liver fibrosis is more rapid in
HIV-1/HCV-coinfected patients as compared to HCV
mono-infected [48]. Although high rates of HCV
eradication are obtained nowadays, better biomarkers
of liver injury progression are needed in HIV-1 patients
cured of HCV.

The implication that these seven miRNAs play roles in
liver cell metabolism suggested that, in addition to their
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potential as predictive markers, they might also serve as
therapeutic targets. Indeed, miR-100 expression
reduced glioblastoma tumorigenicity, which suggested
that it has clinical potential as a miRNA-related therapy
for glioblastoma [49]. A phase 2a clinical trial showed that
a miRNA-122-antisense oligonucleotide [Miravirsen
(Santaris Pharma, Copenhagen, Denmark)] could
reduce viral RNA loads in patients with HCV infections
[50]. To date, no clinical trials have been designed to test
miRNA-based therapies specifically for NAFLD/NASH.
However, encouraging data have suggested that miR-122
had pharmacological inhibitory or genetic depletion
effects on hepatocyte differentiation, spontaneous pro-
gression to fibrosis and carcinogenesis [51,52]. MiRNA-
194 is another example of a potential target; the
overexpression of miRNA-194 in hepatoma cells
increased their sensitivity to sorafenib, a treatment for
HCC [53].

Currently, miRNAs are annotated as a single defined
sequence (canonical), despite the fact that many miRNAs
have been identified with length and/or sequence
variations [27]. These variants, called isomiRNAs, were
capable of interacting with mRNAs, which demonstrated
that isomiRNAs are real, physiological miRNA variants,
and not a sequencing artifact. Our results demonstrated
that miRNA results could be misinterpreted, when the
canonical sequence was used in the differential expression
analysis. Thus, abundant data on miRNAs previously
obtained with RT-qPCR methods that employed
oligonucleotides and probes based on canonical
sequences might have been misinterpreted. On the basis
of our results, and consistent with previous studies
[23,27,54], we concluded that, due to their high
specificity, isomiRNAs could provide greater resolution
and better differential expression statistical power than
canonical sequences.

In conclusion, in this exploratory study, we identified
seven microRNAs that were associated with an elevated
risk of developing liver fibrosis. These data must be
validated in larger cohorts. In particular, miRNAs 100–
5p and 192–5p could be candidates for new clinical/
biological algorithms for predicting liver disease progres-
sion in relevant populations of patients with mono-HIV-1
or HIV-1/HCV coinfections. In addition, circulating
levels of miRNAs might be suitable markers of liver
fibrosis amelioration in patients with HIV-1/HCV
coinfections who were treated with DAAs and cured
of the HCV infection.
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5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS 

En la primera parte de nuestro proyecto comparamos los pacientes monoinfectados por VIH-1, 

los monoinfectados por VHC y un grupo control de individuos sanos. La diferencia en el nivel de 

miRNA se determinó comparando los perfiles de expresión de miRNAs entre cada grupo de 

pacientes y el grupo control de pacientes sanos.  

La Tabla 1 del primer artículo muestra las características de los pacientes y los controles sanos 

relativos al primer articulo publicado. En comparación con los donantes sanos, las dos cohortes 

de pacientes monoinfectados por VIH-1 y VHC mostraron niveles de enzimas hepáticas 

significativamente más altos (fosfatasa alcalina, ALT, AST y gamma-glutamil transferasa) y 

recuentos de plaquetas normales, pero significativamente inferiores comparado con los controles 

sanos (p < 0.005, ver Tabla 1).  

Los pacientes monoinfectados por VIH-1, a diferencia de los monoinfectados por VHC, mostraron 

niveles de triglicéridos significativamente más altos que los controles. Dentro del grupo de 

monoinfectados por VIH-1 no se encontraron diferencias entre los pacientes tratados con TARGA 

y los no tratados con respecto a sus niveles de ALT o AST (p = 0.6387 y p = 0.7527, 

respectivamente). 

Los perfiles de expresión de miRNAs en los 20 pacientes monoinfectados por VIH-1 que 

mostraban valores elevados de ALT se compararon con los de donantes sanos y los de 22 pacientes 

monoinfectados por VIH-1 con valores normales o significativamente bajos de ALT (p <0.0001) 

(Tabla 2 del primer artículo). De manera similar, los perfiles de expresión de miRNAs 
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determinados en 11 pacientes monoinfectados por VIH-1 que presentaban HNR se compararon 

con los de donantes sanos y los de 22 pacientes del grupo de monoinfectados por VIH-1 con 

niveles normales de ALT. Los pacientes con HNR mostraron niveles más altos de fosfatasa 

alcalina y menor recuento de plaquetas respecto a los sin HNR (p = 0.0431). 

Identificamos 1355 miRNAs maduros en las muestras de estudio (mediana de 568 miRNAs; rango 

intercuartílico [RIQ]: 480-609). En el grupo de monoinfectados por VIH-1, 25 miRNAs mostraron 

una desregulación significativa en comparación con sus niveles en donantes sanos: 24 de estos 

destacaron por niveles significativamente más elevados [rango: cambio de 4.27 veces a 2.04 veces 

(fold change - FC)], y 1 con niveles suprimidos (-2.57 FC; Fig. 1A y Tabla complementaria 1 del 

primer artículo).  
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Supplementary Table 1. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-885-5p 31.31 4.27 1.91E-09 1.03E-06
hsa-miR-629-5p 3.76 3.74 9.20E-08 4.25E-05
hsa-miR-125b-2-3p 9.38 2.86 6.84E-06 0.00033621
hsa-miR-193b-5p 27.74 2.75 1.17E+05 4.23E-04
hsa-miR-483-3p 2.77 2.65 0.00062091 0.00861313
hsa-miR-34a-5p 3.40. 2.54 1.03E-03 0.01206372
hsa-miR-1224-5p 12.99 2.49 7.79E+05 1.83E-03
hsa-miR-100-5p 823.88 2.48 2.40E+07 3.25E-05
hsa-miR-215-5p 7.45 2.35 3.16E-04 0.00535068
hsa-miR-141-3p 3.36 2.34 1.50E-03 0.01465954
hsa-miR-192-5p 278.60 2.33 2.97E-06 0.00020073
hsa-miR-3130-5p 2.67 2.22 0.00115276 0.01273341
hsa-miR-99a-5p 325.69 2.21 4.98E+07 4.49E-05
hsa-miR-362-3p 9.45 2.21 2.56E-05 0.00077844
hsa-miR-18b-5p 3.95 2.19 0.00079525 0.00977794
hsa-miR-125b-1-3p 16.27 2.18 0.00031149 0.00535068
hsa-miR-96-5p 176.68 2.16 2.59E-05 0.00077844
hsa-miR-592 3.19 2.13 8.30E-03 4.844E-02
hsa-miR-193b-3p 12.06 2.13 0.00336882 0.02574048
hsa-miR-24-3p 82.26 2.12 6.11E-05 0.00150240
hsa-miR-375 2272.74 2.09 9.28E-06 0.00038638
hsa-miR-203a-3p 9.71 2.05 3.47E-03 0.02574048
hsa-miR-3173-5p 2.97 2.05 3.71E-03 0.02709660
hsa-miR-208b-3p 5.25 2.04 0.01099257 0.06259982
hsa-miR-4429 1.20 -2.57 0.00071599 0.00922268

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 2. Dysregulated circulating miRNAs in HCV mono-infected 
patients vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-193b-5p 27.74 9.30 1.87E-17 1.16E-14
hsa-miR-483-5p 25.98 6.37 1.39E-11 1.51E-09
hsa-miR-1224-5p 12.99 5.43 1.12E-10 9.94E-09
hsa-miR-125b-1-3p 16. 27 5.29 1.46E-11 1.51E-09
hsa-miR-885-5p 31.31 4.90 6.90E-09 4.78E-07
hsa-miR-4532 3.85 4.75 2.17E-07 9.03E-06
hsa-miR-100-5p 823.88 4.74 6.95E-14 2.16E-11
hsa-miR-192-5p 278.60 4.62 5.96E-13 1.24E-10
hsa-miR-592 3.19 4.31 1.97E-06 4.91E-05
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En el grupo de monoinfectados por VHC, 70 miRNAs mostraron una desregulación significativa 

en comparación con los controles sanos: 52 resultaron estar aumentados (rango: 9.3 a 2 FC), y 18 

disminuidos (rango: -3.27 a -2.04 FC; Fig. 1B y Tabla complementaria 2 del primer artículo).  



 
 

 61 

 

Supplementary Table 1. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-885-5p 31.31 4.27 1.91E-09 1.03E-06
hsa-miR-629-5p 3.76 3.74 9.20E-08 4.25E-05
hsa-miR-125b-2-3p 9.38 2.86 6.84E-06 0.00033621
hsa-miR-193b-5p 27.74 2.75 1.17E+05 4.23E-04
hsa-miR-483-3p 2.77 2.65 0.00062091 0.00861313
hsa-miR-34a-5p 3.40. 2.54 1.03E-03 0.01206372
hsa-miR-1224-5p 12.99 2.49 7.79E+05 1.83E-03
hsa-miR-100-5p 823.88 2.48 2.40E+07 3.25E-05
hsa-miR-215-5p 7.45 2.35 3.16E-04 0.00535068
hsa-miR-141-3p 3.36 2.34 1.50E-03 0.01465954
hsa-miR-192-5p 278.60 2.33 2.97E-06 0.00020073
hsa-miR-3130-5p 2.67 2.22 0.00115276 0.01273341
hsa-miR-99a-5p 325.69 2.21 4.98E+07 4.49E-05
hsa-miR-362-3p 9.45 2.21 2.56E-05 0.00077844
hsa-miR-18b-5p 3.95 2.19 0.00079525 0.00977794
hsa-miR-125b-1-3p 16.27 2.18 0.00031149 0.00535068
hsa-miR-96-5p 176.68 2.16 2.59E-05 0.00077844
hsa-miR-592 3.19 2.13 8.30E-03 4.844E-02
hsa-miR-193b-3p 12.06 2.13 0.00336882 0.02574048
hsa-miR-24-3p 82.26 2.12 6.11E-05 0.00150240
hsa-miR-375 2272.74 2.09 9.28E-06 0.00038638
hsa-miR-203a-3p 9.71 2.05 3.47E-03 0.02574048
hsa-miR-3173-5p 2.97 2.05 3.71E-03 0.02709660
hsa-miR-208b-3p 5.25 2.04 0.01099257 0.06259982
hsa-miR-4429 1.20 -2.57 0.00071599 0.00922268

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 2. Dysregulated circulating miRNAs in HCV mono-infected 
patients vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-193b-5p 27.74 9.30 1.87E-17 1.16E-14
hsa-miR-483-5p 25.98 6.37 1.39E-11 1.51E-09
hsa-miR-1224-5p 12.99 5.43 1.12E-10 9.94E-09
hsa-miR-125b-1-3p 16. 27 5.29 1.46E-11 1.51E-09
hsa-miR-885-5p 31.31 4.90 6.90E-09 4.78E-07
hsa-miR-4532 3.85 4.75 2.17E-07 9.03E-06
hsa-miR-100-5p 823.88 4.74 6.95E-14 2.16E-11
hsa-miR-192-5p 278.60 4.62 5.96E-13 1.24E-10
hsa-miR-592 3.19 4.31 1.97E-06 4.91E-05
hsa-miR-193b-3p 12.06 4.18 6.46E-07 1.92E-05
hsa-miR-125b-2-3p 9.38 3.86 3.79E-07 1.39E-05
hsa-miR-629-5p 3.76 3.67 6.79E-06 1.37E-04
hsa-miR-99a-5p 325.69 3.61 5.43E-12 8.45E-10
hsa-miR-203a-3p 9.71 3.41 9.44E-06 1.78E-04
hsa-miR-122-5p 1.94 3.33 7.62E-05 1.08E-03
hsa-miR-320b 1691.80 3.19 3.07E-08 1.91E-06
hsa-miR-215-5p 7.45 3.16 1.88E-05 3.35E-04
hsa-miR-7704 2.43 3.13 1.25E-04 1.70E-03
hsa-miR-452-5p 10.57 3.11 2.35E-06 5.41E-05
hsa-miR-4516 4.05 3.10 1.57E-04 1.99E-03
hsa-miR-3065-5p 1.23 3.07 2.86E-04 3.12E-03
hsa-miR-34a-5p 3.40 3.02 3.15E-04 3.22E-03
hsa-miR-33b-5p 133.53 3.01 4.99E-08 2.59E-06
hsa-miR-483-3p 2.77 2.97 3.95E-04 3.90E-03
hsa-miR-99a-3p 5.20 2.77 1.39E-04 1.85E-03
hsa-miR-27b-5p 3.60 2.76 1.91E-04 2.25E-03
hsa-miR-873-3p 2.84 2.70 1.35E-03 1.03E-02
hsa-miR-887-3p 8.24 2.69 1.01E-04 1.40E-03
hsa-miR-320d 28.17. 2.63 7.86E-07 2.23E-05
hsa-miR-937-3p 3.96 2.62 1.91E-04 0.00224801
hsa-miR-210-3p 517.81 2.57 4.01E-07 1.39E-05
hsa-miR-193a-3p 16.42 2.52 6.85E-05 0.00099258
hsa-miR-141-3p 3.36 2.52 1.81E-03 0.01307957
hsa-miR-3960 4.46 2.50 1.43E-03 0.01057792
hsa-miR-574-5p 15.85 2.48 2.29E-06 5.41E-05
hsa-miR-1295b-5p 1.01 2.48 3.13E-03 0.01912513
hsa-miR-375 2272.74 2.47 4.54E-06 9.75E-05
hsa-miR-147b 1.12 2.40 4.52E-03 0.02529078
hsa-miR-6501-5p 1.10 2.39 4.65E-03 0.02529078
hsa-miR-125b-5p 110.56 2.38 1.29E-06 3.49E-05
hsa-miR-208b-3p 5.25 2.35 5.02E-03 0.02696763
hsa-miR-371b-5p 6.96 2.33 5.05E-04 0.00462639
hsa-miR-3150b-3p 0.74 2.31 2.13E-03 0.01435097
hsa-miR-4482-3p 6.38 2.27 7.68E-03 0.03892343
hsa-miR-150-3p 34.91 2.24 0.00015195 0.00197220
hsa-miR-1180-3p 26.55 2.23 0.00016318 0.00203316
hsa-miR-30c-2-3p 12.87 2.22 0.00025245 0.00289833
hsa-miR-122-3p 6.89 2.19 0.00932550 0.04582726
hsa-miR-362-3p 9.45 2.16 0.00045279 0.00431094
hsa-miR-127-5p 17.38 2.13 0.00236961 0.01537781
hsa-miR-873-5p 9.72 2.13 0.00261558 0.01679903
hsa-miR-320c 150.69 2.00 0.00031138 0.00321579
hsa-miR-491-5p 2.68 -3.27 4.01E-05 0.00063981
hsa-miR-374b-5p 101.07 -2.60 6.41E-07 1.92E-05
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Estos resultados demostraron que la monoinfección crónica por VHC desregula 

significativamente un mayor número de miRNAs circulantes que la infección por VIH-1 (p 

<0.0001, prueba de Chi-cuadrado). Además, las FC observadas fueron más altas en las muestras 

de VHC que en las de VIH-1 (p = 0.0127, prueba de Mann Whitney; Tablas complementarias 1 y 

2 del primer artículo). Es de resaltar que los 24 miRNAs más expresados encontrados en las 

muestras de monoinfectados por VIH-1, 19 (incluidos los 11 miRNAs más expresados en este 

grupo) también están significativamente más expresados en el grupo de monoinfectados por VHC 

(Tablas complementarias 1 y 2 del primer artículo).  

De los 14 miRNAs más expresados (rango: 9.3-3.4 FC) en el grupo de monoinfectados por VHC, 

13 miRNAs (mi-R-193b-5p, miR-483-5p, miR-1224-5p, miR-125b-1-3p, miR-885- 5p, miR-100-

5p, miR-192-5p, miR-592, miR-193b-3p, miR-125b-2-3p, miR-629-5p, miR-99a-5p y miR-203a-

3p) también resultaron estar más expresados en el grupo de monoinfectados por VIH-1. Este 

resultado indica que la infección por VIH-1 induce cambios constantes en los miRNAs circulantes 

hsa-miR-664a-3p 12.63 -2.46 3.39E-05 0.00057148
hsa-miR-20a-3p 3.11 -2.38 0.00219411 0.01454182
hsa-miR-628-3p 304.22 -2.37 3.35E-06 7.46E-05
hsa-miR-361-5p 254.72 -2.27 2.56E-09 1.99E-07
hsa-miR-590-3p 20.69 -2.21 5.89E-05 0.00089953
hsa-miR-3620-3p 3.56 -2.21 0.00307316 0.01912513
hsa-let-7e-3p 2.83 -2.21 0.00532967 0.02766987
hsa-miR-6515-3p 0.74 -2.20 0.00964406 0.04622597
hsa-miR-1343-3p 3.54 -2.17 0.00463231 0.02529078
hsa-miR-335-3p 199.03 -2.16 1.82E-06 4.74E-05
hsa-miR-6810-5p 3.48 -2.16 0.00830776 0.04173978
hsa-miR-32-3p 3.72 .-2.12 0.00368517 0.02186533
hsa-miR-5683 32.45 -2.09 0.00093132 0.00734445
hsa-miR-625-3p 17.81 -2.04 0.00214228 0.01435097
hsa-miR-548j-3p 5.66 -2.04 0.00376155 0.02210797
hsa-miR-3074-3p 1.48 -2.04 0.01725251 0.07464105

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 3. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients with elevated ALT vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-122-3p 6.89 5.49 6.76E-09 2.20E-06
hsa-miR-885-5p 31.31 5.30 1.42E-10 9.24E-08
hsa-miR-193b-5p 27.74 3.80 5.57E-08 9.08E-06
hsa-miR-125b-2-3p 9.38 3.45 1.04E-06 5.66E-05
hsa-miR-629-5p 3.76 3.20 3.06E-05 0.000603638
hsa-miR-592 3.19 2.98 2.51E-04 3.21E-03
hsa-miR-192-5p 278.6 2.98 7.19E-08 9.37E-06
hsa-miR-193b-3p 12.06 2.97 8.32E-05 0.001300660
hsa-miR-34a-5p 3.40 2.93 2.93E-04 3.68E-03
hsa-miR-483-3p 2.77 2.87 0.000388716 0.004605648
hsa-miR-100-5p 823.88 2.70 3.77E-07 2.89E-05
hsa-miR-99a-3p 5.20 2.61 1.09E-04 0.001619471
hsa-miR-96-5p 176.68 2.52 6.45E-06 0.000233694
hsa-miR-122-5p 1.94 2.48 0.001854828 0.014570453
hsa-miR-365a-3p 2.48 2.47 0.000774828 0.008012172
hsa-miR-365b-3p 2.48 2.47 0.000774828 0.008012172
hsa-miR-99a-5p 325.69 2.44 3.99E-07 2.89E-05
hsa-miR-203a-3p 9.71 2.42 8.12E-04 0.008274602
hsa-miR-125b-1-3p 16.27 2.41 0.000190419 0.002533734
hsa-miR-5588-5p 5.15 2.32 0.001210434 0.010664905
hsa-miR-24-3p 82.26 2.30 7.66E-05 0.001248548
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que están asociados con infección crónica por VHC y daño hepático. Se analizaron los 13 miRNAs 

más expresados, mencionados anteriormente, en busca de correlaciones con diferentes 

características clínicas de los pacientes en los grupos de monoinfectados por VHC y VIH-1.  

Remarcablemente, 8 y 11 de estos miRNAs se correlacionaron positivamente con los niveles de 

ALT y AST, respectivamente, en toda la cohorte del estudio, incluidos los donantes sanos 

(coeficientes de correlación promedio, r = 0.27 y r = 0.36, respectivamente; Figura 2 del primer 

artículo). Por lo tanto, los niveles circulantes de estos 8 y 11 miRNAs fueron significativamente 

más bajos en pacientes con niveles normales de ALT y AST que en pacientes con niveles altos (p 

<0.05, ver Figuras suplementarias 2 y 3 del primer artículo).  

No se encontraron diferencias en los niveles de expresión de estos miRNAs cuando se compararon 

los pacientes VIH-1 tratados con TARGA y los no tratados (p>0.05). En conjunto, estos resultados 

indican que estos 11 miRNAs circulantes podrían estar asociados con el metabolismo y el daño 

hepáticos. 

Entre los pacientes monoinfectados por VIH-1, investigamos los biomarcadores circulantes de 

daño hepático en dos grupos específicos: uno con niveles elevados de ALT y otro con diagnóstico 

de HNR (Tabla 2 del primer artículo). Comparamos los niveles de miRNAs en plasma en estos 

dos grupos con los niveles de miRNAs en donantes sanos y en pacientes con monoinfección por 

VIH-1 y niveles normales de ALT. En comparación con los donantes sanos, las muestras de los 

monoinfectados por VIH-1 con niveles elevados de ALT mostraron 48 miRNAs desregulados; 34 
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fueron más expresados y 14 menos expresados (Figura suplementaria 1A y Tabla suplementaria 

3 del primer artículo).  
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hsa-miR-664a-3p 12.63 -2.46 3.39E-05 0.00057148
hsa-miR-20a-3p 3.11 -2.38 0.00219411 0.01454182
hsa-miR-628-3p 304.22 -2.37 3.35E-06 7.46E-05
hsa-miR-361-5p 254.72 -2.27 2.56E-09 1.99E-07
hsa-miR-590-3p 20.69 -2.21 5.89E-05 0.00089953
hsa-miR-3620-3p 3.56 -2.21 0.00307316 0.01912513
hsa-let-7e-3p 2.83 -2.21 0.00532967 0.02766987
hsa-miR-6515-3p 0.74 -2.20 0.00964406 0.04622597
hsa-miR-1343-3p 3.54 -2.17 0.00463231 0.02529078
hsa-miR-335-3p 199.03 -2.16 1.82E-06 4.74E-05
hsa-miR-6810-5p 3.48 -2.16 0.00830776 0.04173978
hsa-miR-32-3p 3.72 .-2.12 0.00368517 0.02186533
hsa-miR-5683 32.45 -2.09 0.00093132 0.00734445
hsa-miR-625-3p 17.81 -2.04 0.00214228 0.01435097
hsa-miR-548j-3p 5.66 -2.04 0.00376155 0.02210797
hsa-miR-3074-3p 1.48 -2.04 0.01725251 0.07464105

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 3. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients with elevated ALT vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-122-3p 6.89 5.49 6.76E-09 2.20E-06
hsa-miR-885-5p 31.31 5.30 1.42E-10 9.24E-08
hsa-miR-193b-5p 27.74 3.80 5.57E-08 9.08E-06
hsa-miR-125b-2-3p 9.38 3.45 1.04E-06 5.66E-05
hsa-miR-629-5p 3.76 3.20 3.06E-05 0.000603638
hsa-miR-592 3.19 2.98 2.51E-04 3.21E-03
hsa-miR-192-5p 278.6 2.98 7.19E-08 9.37E-06
hsa-miR-193b-3p 12.06 2.97 8.32E-05 0.001300660
hsa-miR-34a-5p 3.40 2.93 2.93E-04 3.68E-03
hsa-miR-483-3p 2.77 2.87 0.000388716 0.004605648
hsa-miR-100-5p 823.88 2.70 3.77E-07 2.89E-05
hsa-miR-99a-3p 5.20 2.61 1.09E-04 0.001619471
hsa-miR-96-5p 176.68 2.52 6.45E-06 0.000233694
hsa-miR-122-5p 1.94 2.48 0.001854828 0.014570453
hsa-miR-365a-3p 2.48 2.47 0.000774828 0.008012172
hsa-miR-365b-3p 2.48 2.47 0.000774828 0.008012172
hsa-miR-99a-5p 325.69 2.44 3.99E-07 2.89E-05
hsa-miR-203a-3p 9.71 2.42 8.12E-04 0.008274602
hsa-miR-125b-1-3p 16.27 2.41 0.000190419 0.002533734
hsa-miR-5588-5p 5.15 2.32 0.001210434 0.010664905
hsa-miR-24-3p 82.26 2.30 7.66E-05 0.001248548
hsa-miR-1303 1.04 2.24 0.007813127 0.043170837
hsa-miR-362-3p 9.45 2.20 0.000167864 0.002328667
hsa-miR-1224-5p 12.99 2.19 2.26E-03 1.72E-02
hsa-miR-3173-5p 2.97 2.17 3.61E-03 2.31E-02
hsa-miR-3130-5p 2.67 2.17 3.51E-03 2.29E-02
hsa-let-7e-5p 502.09 2.15 4.48E-06 0.000182469
hsa-miR-4732-5p 20.09 2.14 0.000403493 0.004605648
hsa-miR-32-5p 200.85 2.12 0.000100352 0.001521611
hsa-miR-375 2272.74 2.08 0.000132901 0.001914147
hsa-miR-208b-3p 5.25 2.06 1.56E-02 7.52E-02
hsa-miR-95-3p 1.85 2.01 0.017750007 0.083259026
hsa-miR-215-5p 7.45 2.01 6.97E-03 3.95E-02
hsa-miR-424-3p 261.44 2.00 9.82E-06 0.000290778
hsa-miR-874-3p 77.19 -2.04 1.24E-05 0.000318256
hsa-miR-342-3p 2143.79 -2.09 3.45E-05 0.000629178
hsa-miR-145-5p 107.82 -2.12 2.29E-07 2.13E-05
hsa-miR-877-5p 4152.27 -2.14 2.31E-05 0.000485934
hsa-miR-1343-3p 3.54 -2.16 0.003091955 0.020783040
hsa-miR-4466 5.37 -2.17 0.004384902 0.026228955
hsa-miR-505-5p 5.49 -2.18 0.001251156 0.010733600
hsa-miR-29a-5p 6.55 -2.19 0.001088448 0.009856504
hsa-miR-5187-3p 0.74 -2.21 0.008955651 0.047861347
hsa-miR-769-5p 1222.09 -2.21 7.96E-05 0.000259436
hsa-miR-20a-3p 3.11 -2.24 0.002485397 0.018005322
hsa-miR-6515-3p 0.74 -2.37 0.004258432 0.025915600
hsa-miR-103a-2-5p 16.32 -2.44 2.23E-05 0.000484266
hsa-miR-4429 1.20 -3.23 8.38E-05 0.001300660

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 4. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients with focal nodular hyperplasia vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-885-5p 31.31 5.17 4.96E-09 3.64E-06
hsa-miR-629-5p 3.76 4.79 8.91E-08 2.59E-05
hsa-miR-193b-5p 27.74 4.10 1.52E-07 2.59E-05
hsa-miR-215-5p 7.45 3.36 1.37E-05 0.00143701
hsa-miR-125b-2-3p 9.38 3.22 2.24E-05 0.00182630
hsa-miR-100-5p 823.88 3.21 1.76E-07 2.59E-05
hsa-miR-141-3p 3.36 3.16 1.16E-04 0.00655319
hsa-miR-483-3p 2.77 3.03 0.00025475 0.00902455
hsa-miR-1224-5p 12.99 2.94 9.62E-05 0.00589209
hsa-miR-34a-5p 3.40 2.84 0.00054997 0.01497151
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Los 34 miRNAs más expresados incluyen a los 13 miRNAs mencionados antes, que estaban 

sobreexpresados en pacientes monoinfectados por VHC o por VIH-1. Obtuvimos resultados 

similares en el grupo con HNR. Además de los 13 miRNAs mencionados anteriormente, otros 16 

miRNAs estaban más expresados (Figura suplementaria 1B y Tabla suplementaria 4 del primer 

artículo).  
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hsa-miR-1303 1.04 2.24 0.007813127 0.043170837
hsa-miR-362-3p 9.45 2.20 0.000167864 0.002328667
hsa-miR-1224-5p 12.99 2.19 2.26E-03 1.72E-02
hsa-miR-3173-5p 2.97 2.17 3.61E-03 2.31E-02
hsa-miR-3130-5p 2.67 2.17 3.51E-03 2.29E-02
hsa-let-7e-5p 502.09 2.15 4.48E-06 0.000182469
hsa-miR-4732-5p 20.09 2.14 0.000403493 0.004605648
hsa-miR-32-5p 200.85 2.12 0.000100352 0.001521611
hsa-miR-375 2272.74 2.08 0.000132901 0.001914147
hsa-miR-208b-3p 5.25 2.06 1.56E-02 7.52E-02
hsa-miR-95-3p 1.85 2.01 0.017750007 0.083259026
hsa-miR-215-5p 7.45 2.01 6.97E-03 3.95E-02
hsa-miR-424-3p 261.44 2.00 9.82E-06 0.000290778
hsa-miR-874-3p 77.19 -2.04 1.24E-05 0.000318256
hsa-miR-342-3p 2143.79 -2.09 3.45E-05 0.000629178
hsa-miR-145-5p 107.82 -2.12 2.29E-07 2.13E-05
hsa-miR-877-5p 4152.27 -2.14 2.31E-05 0.000485934
hsa-miR-1343-3p 3.54 -2.16 0.003091955 0.020783040
hsa-miR-4466 5.37 -2.17 0.004384902 0.026228955
hsa-miR-505-5p 5.49 -2.18 0.001251156 0.010733600
hsa-miR-29a-5p 6.55 -2.19 0.001088448 0.009856504
hsa-miR-5187-3p 0.74 -2.21 0.008955651 0.047861347
hsa-miR-769-5p 1222.09 -2.21 7.96E-05 0.000259436
hsa-miR-20a-3p 3.11 -2.24 0.002485397 0.018005322
hsa-miR-6515-3p 0.74 -2.37 0.004258432 0.025915600
hsa-miR-103a-2-5p 16.32 -2.44 2.23E-05 0.000484266
hsa-miR-4429 1.20 -3.23 8.38E-05 0.001300660

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 4. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients with focal nodular hyperplasia vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-885-5p 31.31 5.17 4.96E-09 3.64E-06
hsa-miR-629-5p 3.76 4.79 8.91E-08 2.59E-05
hsa-miR-193b-5p 27.74 4.10 1.52E-07 2.59E-05
hsa-miR-215-5p 7.45 3.36 1.37E-05 0.00143701
hsa-miR-125b-2-3p 9.38 3.22 2.24E-05 0.00182630
hsa-miR-100-5p 823.88 3.21 1.76E-07 2.59E-05
hsa-miR-141-3p 3.36 3.16 1.16E-04 0.00655319
hsa-miR-483-3p 2.77 3.03 0.00025475 0.00902455
hsa-miR-1224-5p 12.99 2.94 9.62E-05 0.00589209
hsa-miR-34a-5p 3.40 2.84 0.00054997 0.01497151
hsa-miR-99a-5p 325.69 2.82 2.96E-07 3.63E-05
hsa-miR-125b-1-3p 16.27 2.60 0.00023758 0.00902455
hsa-miR-24-3p 82.26 2.59 6.08E-05 0.00406324
hsa-miR-375 2272.74 2.48 3.46E-05 0.00254266
hsa-miR-203a-3p 9.71 2.38 0.00228514 0.03999002
hsa-miR-192-5p 278.6 2.32 0.00025058 0.00902455
hsa-miR-548c-3p 3.42 2.29 0.00562056 0.07511108
hsa-miR-362-3p 9.45 2.26 0.00047865 0.01407239
hsa-miR-4532 3.85 2.23 7.53E-03 0.08781080
hsa-miR-99a-3p 5.20 2.21 0.00362575 0.05438617
hsa-miR-592 3.19 2.20 9.17E-03 9.77E-02
hsa-miR-483-5p 25.98 2.19 5.95E-03 7.68E-02
hsa-miR-10b-5p 60058.10 2.17 1.68E-05 0.00154769
hsa-miR-208b-3p 5.25 2.07 0.01563209 0.14543783
hsa-miR-193a-5p 0.97 2.05 0.01679623 0.15241022
hsa-miR-3613-5p 6.61 2.04 0.00113605 0.02455863
hsa-miR-3130-5p 2.67 2.03 0.01289778 0.12986121
hsa-miR-193b-3p 12.06 2.01 0.01740187 0.15598016
hsa-let-7g-3p 3.68 2.00 0.00737157 0.08781080
hsa-miR-491-5p 2.68 -2.00 0.01592292 0.14629178
hsa-miR-4466 5.37 -2.11 0.00936816 0.09836565
hsa-miR-6515-3p 0.74 -2.15 0.00773563 0.08883890
hsa-miR-4512 1.00 -2.43 0.00284416 0.04544467
hsa-miR-1343-3p 3.54 -2.62 0.00059467 0.01561019
hsa-miR-5187-3p 0.74 -2.83 0.00040162 0.01283430

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 5. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients with normal ALT vs healthy donors.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-629-5p 3.76 2.51 0.00104319 0.01954844
hsa-miR-885-5p 31.31 2.49 0.00044749 0.01349661
hsa-miR-1224-5p 12.99 2.43 0.00050103 0.01349661
hsa-miR-96-5p 176.68 2.11 0.00020272 0.01079296
hsa-miR-100-5p 823.88 2.11 9.70E-05 0.00835966
hsa-miR-150-3p 34.91 2.05 3.02E-04 0.01083228
hsa-miR-362-3p 9.45 2.02 0.00090066 0.01896621
hsa-miR-4775 7.73 -2.11 0.00027546 0.01079296

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg
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Cuando se compararon muestras de pacientes monoinfectos por VIH-1 con niveles normales de 

ALT con muestras de donantes sanos, encontramos que solo 8 miRNAs estaban desregulados en 

el primer grupo, 7 estaban más expresados y 1 menos (Figura suplementaria 1C y Tabla 

suplementaria 5 del primer artículo).  
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Además, entre los 7 miRNAs regulados positivamente, 4 (miR-1224-5p, miR-885-5p, miR-100-

5p y miR-629-5p) pertenecían al grupo de los 13 miRNAs mencionado anteriormente. Cabe 

destacar que entre estos 4 miRNAs, 2 (miR-629-5p y miR-1224-5p) no se asociaron con niveles 

elevados de ALT o AST (Figura 2 del primer artículo). Estos resultados indican que la 

monoinfección por VIH-1 tiene un impacto menor en los niveles de miRNAs circulantes en 

pacientes con niveles normales de ALT que en pacientes con niveles elevados de ALT. Sin 

embargo, en ausencia de ALT elevada, la monoinfección por VIH-1 se asocia con la elevada 

expresión de 4 miRNAs que también están más expresados en el grupo de monoinfectados por el 

VHC. Cuando se comparan todas las muestras de pacientes monoinfectados por VIH-1 con ALT 

elevada con todas aquellas con niveles normales de ALT, destaca que 25 miRNAs están 

desregulados; 9 más expresados y 16 menos (Figura suplementaria 1D y Tabla suplementaria 6 

del primer artículo).  
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Supplementary Table 6. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients with elevated ALT vs HIV-1 mono-infected patients with normal ALT.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-122-3p 6.89 7.37 1.62E-11 1.01E-08
hsa-miR-193b-5p 27.74 2.64 6.10E-05 2.21E-03
hsa-miR-365a-3p 2.48 2.50 0.00076719 0.01496020
hsa-miR-365b-3p 2.48 2.50 0.00076719 0.01496020
hsa-miR-122-5p 1.94 2.50 0.00180534 0.02448987
hsa-miR-99a-3p 5.20 2.29 0.00087860 0.01522904
hsa-let-7c-5p 117.34 2.15 6.37E-08 1.32E-05
hsa-miR-885-5p 31.31 2.13 0.00308537 0.03306728
hsa-let-7a-5p 4513.94 2.05 5.21E-05 0.00203005
hsa-miR-5189-3p 15.94 -2.01 0.00264026 0.03108537
hsa-miR-150-5p 6521.13 -2.03 4.97E-05 0.00203005
hsa-miR-5010-5p 167.8 -2.04 5.50E-07 6.86E-05
hsa-miR-191-5p 289008.37 -2.04 1.43E-06 0.00012740
hsa-miR-6819-3p 17.08 -2.09 0.00026524 0.00662034
hsa-miR-125a-5p 3830.69 -2.13 1.63E-06 0.0001274
hsa-miR-29a-5p 6.55 -2.17 0.00117897 0.01886349
hsa-miR-4466 5.37 -2.25 0.00284124 0.03208882
hsa-miR-342-3p 2143.79 -2.35 8.21E-07 8.54E-05
hsa-miR-664a-5p 4.84 -2.41 0.00041743 0.00936455
hsa-miR-197-5p 10.81 -2.42 4.47E-05 0.00199071
hsa-miR-103a-2-5p 16.32 -2.45 1.62E-05 0.00092012
hsa-miR-3620-5p 2.29 -2.47 0.00241543 0.02955346
hsa-miR-877-5p 4152.27 -2.60 5.06E-08 1.32E-05
hsa-miR-6886-5p 2.38 -2.73 0.00087851 0.01522904
hsa-miR-122-3p 6.89 7.37 1.62E-11 1.01E-08

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
3pvalue adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg

Supplementary Table 7. Dysregulated circulating miRNAs in HIV-1 mono-infected 
patients with normal ALT vs HIV-1 mono-infected patients with focal nodular hyperplasia.

miRNA Base Mean1 Fold Change2 p-value p-adjusted3

hsa-miR-3168 1.59 2.98 0.00027177 0.02328168
hsa-miR-1343-3p 3.54 2.44 0.00160453 0.04340687
hsa-miR-342-3p 2143.79 2.12 0.00013330 0.02283786
hsa-miR-877-5p 4152.27 2.02 0.00040913 0.02815777
hsa-let-7g-5p 1473.33 -2.13 0.00018131 0.02328168
hsa-miR-122-3p 6.89 -2.67 0.00134802 0.04075785
hsa-miR-193b-5p 27.74 -2.85 7.78E-05 0.02283786

1The average of the normalized count values according to DeSeq2
2The effect size estimate according to DeSeq2
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Los miRNAs más expresados incluyen miR-122-3p, miR-193b-5p, miR-122-5p, miR-99a-3p y 

miR-885-5p. Una comparación de los niveles de miRNAs en muestras de pacientes con VIH-1, 

HNR e infectados por VIH-1 con niveles normales de ALT mostró 7 miRNAs expresados 

diferencialmente, 3 más y 4 menos expresados en el grupo con HNR, comparado con el grupo de 

VIH-1 con ALT normales (Tabla suplementaria 7 y Figura suplementaria 1E del primer artículo).  
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De manera análoga a los resultados obtenidos con muestras de pacientes con niveles elevados de 

ALT, miR-122-3p y miR-193b-5p fueron los dos miRNAs mas sobreexpresados. El grupo 

mencionado anteriormente de 13 miRNAs no incluía el miR-122-3p, que estaba regulado 

positivamente en el grupo de monoinfectados por VHC (Figura 1B del primer artículo). De hecho, 

el único grupo de pacientes que no mostró desregulación de este miRNA fue el grupo de 

monoinfectados con el VIH-1 con niveles normales de ALT (Figura suplementaria 1C del primer 

artículo). Dos miRNAs, miR-122-3p y miR-193b-5p, se correlacionaron significativamente con 

los niveles de ALT (r = 0.43 y 0.44, p = 0.0040 y <0.0001, respectivamente) y AST (r = 0.39 y 

0.52, p = 0.0099 y <0.0001, respectivamente) en toda la cohorte (Figura 2 del primer artículo).  

Por el contrario, los niveles circulantes de miR-122-3p y miR-193b-5p fueron significativamente 

más bajos en muestras con niveles normales de ALT (p = 0.0119 y = 0.0028, respectivamente) y 

AST (p = 0.0078 y = 0.1927, respectivamente) (Figuras suplementarias 2 A y B del primer 

artículo).  

 

 



 
 

 80 

 

 

A

<4
1

>4
1

012
p=

0.
27

95

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-629-5p

<4
1

>4
1

0.
0

0.
5

1.
0

1.
5

2.
0

2.
5

3.
0

p=
0.

03
33

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR99a-5p

<4
1

>4
1

012
p=

0.
34

67

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR203a-3p

<4
1

>4
1

0.
5

1.
5

2.
5

p=
0.

01
19

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR122-3p

<4
1

>4
1

0.
5

1.
5

2.
5

p=
0.

00
28

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-193b-5p

<4
1

>4
1

0123
p=

0.
80

02

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-483-5p

<4
1

>4
1

0.
5

1.
5

2.
5

p=
0.

59
89

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-1224-5p

<4
1

>4
1

0.
5

1.
5

2.
5

p=
0.

15
53

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-125b-1-3p

<4
1

>4
1

0.
5

1.
5

2.
5

p=
0.

00
95

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR 885-5p

<4
1

>4
1

012345
p=

0.
01

36

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR 100-5p

<4
1

>4
1

012345
p=

0.
00

05

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR 192-5p

<4
1

>4
1

012
p=

0.
12

62

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-592

<4
1

>4
1

012
p=

0.
29

57

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-193b-3p

<4
1

>4
1

012
p=

0.
07

17

A
LT

 (U
/L

)

log10 miR-125b-2-3p

Su
pp

le
m

en
ta

ry
 F

ig
. 2

A



 
 

 81 

 

 

B

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
00

11

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR193b-3p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
10

71

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR483-5p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
84

13

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR1224-5p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
11

53

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR125b-1-3p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
02

12

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR885-5p

<4
0

>4
0

012345
p=

0.
00

78

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR100-5p

<4
0

>4
0

012345
p=

0.
00

02

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR192-5p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
10

16

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR592

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
05

09

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR193b-3p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
03

59

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR125b-2-3p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
59

14

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR629-5p

<4
0

>4
0

01234
p=

0.
00

95

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR99a-5p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
48

44

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR203a-3p

<4
0

>4
0

0123
p=

0.
19

27

A
ST

 (U
/L

)

log10 miR122-3p

Su
pp

le
m

en
ta

ry
 F

ig
. 2

B



 
 

 82 

Finalmente, los niveles de miR-122-3p y miR-193b-5p se correlacionaron significativamente con 

la progresión de la fibrosis hepática en nuestra cohorte de pacientes monoinfectados por el VHC 

(r = 0.65 y 0.61, p = 0.0435 y = 0.0093, respectivamente - Figura 3 del primer artículo).  

En general, estos resultados mostraron que miR-122-3p y miR-193b-5p se asocian con daño 

hepático en pacientes con monoinfectados por VIH-1. 

Una vez analizados los pacientes monoinfectados, la etapa sucesiva fue realizar un análisis de 

secuenciación masiva de miRNAs en las muestras de plasma de 46 pacientes coinfectados por 

VIH-1/VHC que no presentaban fibrosis hepática (estadios F0-1) en el momento de la recogida 

de la muestra (Tabla 1 del segundo artículo) y en 21 controles sanos no infectados.  

Después de una media de 10.3 años, 26 pacientes coinfectados desarrollaron fibrosis hepática 

(estadios F2-4; grupo de progresión) y 20 no mostraron signos de fibrosis hepática (estadios F0-

1; grupo de no progresión).  

Es remarcable que, en el momento del muestreo, no se observaron diferencias clínicas 

significativas entre los grupos de progresión y no progresión, es decir, sexo, edad, AST, ALT, 

GGT, plaquetas, Type III Procollagen Peptid (PIIINP), puntuación ELF o índice FIB-4 (Tabla 1 

del segundo artículo). Sin embargo, los niveles de bilirrubina, ácido hialurónico y el número de 

linfocitos CD4+ fueron significativamente diferentes en el grupo de progresión, en comparación 

con el grupo de no progresión (Tabla 1 del segundo artículo).  
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Cuando se compararon todos los pacientes coinfectados por VIH-1/VHC con los 21 donantes 

sanos, los pacientes tenían niveles significativamente más altos de transaminasas, fosfatasa 

alcalina, creatinina y triglicéridos, y un menor número de plaquetas (Tabla complementaria 1 del 

segundo artículo, http://links.lww.com/QAD/C84).  

Supplementary Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics of the whole study population. 
de Franco S, Buccione D, et al. AIDS 2021. 
 

 Healthy donors HIV-1/HCV co-infected p-valuea 
Parameter Median (Range) N (%) Median (Range) N (%)  
N 21 46 - 
Age, yr 37 (29-63)b 38 (27-59) 0.0876 
Gender, Male, N (%) 6 (29) 33 (72) - 
Alkaline Phosphatase (U/L) 54 (30-78) 66 (43-195) 0.0022 
Bilirrubin, (umol/L)  8 (3.5-25.8) 10.1 (1.5-22) 0.7638 
Serum Albumin, (g/L)  - 44 (37-51) - 
Creatinin, (umol/L)  69 (49-107) 82 (62-127) <0.0001 
Total protein, (g/L)) 73 (66-81) 73 (61-87) 0.9382 
Cholesterol, (mmol/L)  174 (116-259) 166 (73-266) 0.4903 
Triglycerides, (mmol/L)  0.9 (0.3-2.4) 1.4 (0.5-7.5) 0.0015 
Glucose (mmol/L) - 4.9 (3.7-7.8) - 
ALT, (U/L) 15 (9-55) 71 (13-422) <0.0001 
AST, (U/L)  18 (10-25) 48 (20-369) 0.0008 
GGT, (U/L)  - 78 (12-1949) - 

Platelet counts (x10
9
)  347 (166-387) 190 (107-301) <0.0001 

a Mann Whitney test 
b Median, IQR. 
 

También los 20 pacientes del grupo de no progresión tenían niveles significativamente más altos 

de ALT, AST, fosfatasa alcalina, creatinina y triglicéridos, y un menor número de plaquetas, en 

comparación con los controles sanos. Entre un promedio de 3.2 millones de miRNAs por muestra, 

detectamos 1065 miRNAs diferentes en todas las muestras de plasma analizadas (mediana, 712 

miRNAs; RIQ: 672–750).  
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Para identificar posibles candidatos a biomarcadores de miRNAs, aplicamos valores de corte muy 

estrictos para la abundancia de plasma (log2 promedio por millón> 5), para el tamaño del efecto 

(FC> 2.0) y para la significancia (p ajustado <0.05). En comparación con los 21 controles sanos, 

los 46 pacientes coinfectados mostraron 16 miRNAs sobreexpresados y 1 menos expresado (Tabla 

complementaria 2 del segundo artículo, http://links.lww.com/QAD/C85). 
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Supplementary Table 2. Differential expression (DE) at the total miRNA level for HIV-1/HCV co-
infection versus healthy individuals - Franco S, Buccione D, et al. AIDS 2021. 
 

miRNA BaseMeana Fold Changeb Log2 Fold Change p-adjustedc 
hsa-miR-122-5p 186.19 18.19 4.19 4.71×10-24 
hsa-miR-100-5p 1059.70 7.51 2.91 1.41×10-20 
hsa-miR-99a-5p 405.58 5.04 2.331 3.62×10-17 
hsa-miR-192-5p 47236.49 4.79 2.261 8.50×10-16 
hsa-miR-148a-3p 31916.04 2.02 1.011 2.32×10-15 
hsa-miR-125b-2-
3p 166.35 4.692 2.231 3.70×10-14 

hsa-miR-125b-5p 155.18 3.542 1.821 1.23×10-11 
hsa-miR-1246 1938.92 4.41 2.14 5.02×10-11 
hsa-miR-29a-3p 1055.93 2.71 1.44 5.86×10-10 
hsa-miR-30a-5p 4537.43 2.86 1.510 5.23×10-9 
hsa-miR-215-5p 692.92 3.03 1.600 2.82×10-8 
hsa-miR-501-3p 192.65 2.46 1.30 1.03×10-6 
hsa-miR-141-3p 227.49 2.86 1.51 2.58×10-6 
hsa-miR-194-5p 90.40 2.73 1.45 4.07×10-5 
hsa-miR-96-5p 222.81 3.00 1.58 5.09×10-5 
hsa-miR-370-3p 206.27 -2.46 -1.30 0.00022 
hsa-miR-375 2162.70 2.15 1.11 0.00037 

a The average of the normalized count values according to DeSeq2 
b The effect size estimate according to DeSeq2 
c p value adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg. 
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Entre estos 17 miRNAs identificados, algunos (miRNA-122-5p, miRNA-192-5p y miRNA-375) 

se habían asociado previamente con enfermedad hepática y EHGNA en la población general221,222. 

De manera similar, otros se habían asociado previamente con infección por VIH-1 (miRNA-100-

5p, miRNA-99a-5p, miRNA-30a-5p y miRNA-96-5p) en la primera parte de nuestro estudio.  

 

El siguiente paso fue comparar los perfiles de miRNAs entre los grupos de progresión y no 

progresión. Como se muestra en la Figura 1A del segundo artículo, entre los 16 miRNAs más 

expresados, siete (miRNA-100–5p, miRNA-192–5p, miRNA-99a-5p, miRNA-122–5p, miRNA-

125b-2–3p, miRNA-1246 y miRNA -194-5p) se asociaron con la progresión a fibrosis hepática 

(Tabla 2 y Figura 1B del segundo artículo). Estos siete miRNAs estaban inicialmente desregulados 

de forma significativa en el grupo de progresión, y se correlacionaron significativamente a 

posteriori con el grado de fibrosis medido mediante ET en los 46 pacientes coinfectados 

(respectivamente: r = 0.51, p = 0.0003; r = 0.47, p = 0.0010; r = 0.47, p = 0.0009; r= 0.47, p = 

0.0010; r = 0.42, p =0.0040; r= 0.51, p = 0.0003; r= 0.40, p = 0.0058; Figura 2 del segundo 

artículo).  

 

Estos resultados respaldan la idea de que los niveles plasmáticos circulantes basales de los siete 

miRNAs identificados podrían tener valor pronóstico para predecir el avance de la fibrosis 

hepática. No se ha encontrado una correlación significativa entre los valores iniciales de ALT, 

AST, PIIINP o FIB-4 y las puntuaciones de fibrosis por ET (respectivamente, r = 0.02, p= 0.4128; 

r = 0.03, p = 0.2703; r = 0.03, p = 0.2381 y r = 0.06, p= 0.1061).  
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Se observa una fuerte correlación entre los recuentos de células CD4+ basales, la puntuación ELF 

y el grado de fibrosis medido por ET (respectivamente, r = -0.31, p = 0.0396; r = 0.37, p = 0.0123). 

Los niveles de dos miRNAs, miRNA-100-5p y miRNA-122-5p, también se correlacionaron, 

aunque pobremente, con el recuento iniciales de células CD4+ (r = 0.14, p = 0.0108 y r = 0.12, p 

= 0.0164, respectivamente). Curiosamente, estos siete miRNAs están altamente relacionados entre 

sí (Tabla complementaria 3 del segundo artículo, http://links.lww.com/QAD/C86).  
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Supplementary Table 3. Expression Pearson linear correlation between pairs of miRNAs - Franco 
S, Buccione D, et al. AIDS 2021. 
 

miRNA pair Pearson r p value 
hsa-miR-100-5p-hsa-miR-192-5p 0.89 < 0.0001 
hsa-miR-100-5p-hsa-miR-99a-5p 0.95 < 0.0001 
hsa-miR-100-5p-hsa-miR-122-5p 0.81 < 0.0001 
hsa-miR-100-5p-hsa-miR-125b-2-3p 0.85 < 0.0001 
hsa-miR-100-5p-hsa-miR-1246 0.69 < 0.0001 
hsa-miR-100-5p-hsa-miR-194-5p 0.99 < 0.0001 
hsa-miR-192-5p-hsa-miR-99a-5p 0.90 < 0.0001 
hsa-miR-192-5p-hsa-miR-122-5p 0.89 < 0.0001 
hsa-miR-192-5p-hsa-miR-125b-2-3p 0.88 < 0.0001 
hsa-miR-192-5p-hsa-miR-1246 0.63 < 0.0001 
hsa-miR-192-5p-hsa-miR-194-5p 0.79 < 0.0001 
hsa-miR-99a-5p-hsa-miR-122-5p 0.84 < 0.0001 
hsa-miR-99a-5p-hsa-miR-125b-2-3p 0.91 < 0.0001 
hsa-miR-99a-5p-hsa-miR-1246 0.72 < 0.0001 
hsa-miR-99a-5p-hsa-miR-194-5p 0.72 < 0.0001 
hsa-miR-122-5p-hsa-miR-125b-2-3p 0.85 < 0.0001 
hsa-miR-122-5p-hsa-miR-1246 0.57 < 0.0001 
hsa-miR-122-5p-hsa-miR-194-5p 0.73 < 0.0001 
hsa-miR-125b-2-3p-hsa-miR-1246 0.70 < 0.0001 
hsa-miR-125b-2-3p-hsa-miR-194-5p 0.73 < 0.0001 
hsa-miR-1246-hsa-miR-194-5p 0.39 0.0082 
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Por ejemplo, las correlaciones fueron r = 0,95 (p <0.0001) para miRNA-100-5p y miRNA-99a-

5p; r= 0.89 y p <0.0001 para miRNA-100-5p y miRNA-192-5p; r= 0.91 y p <0.0001 para miRNA-

192-5p y miRNA-99a-5p; r = 0,89 y p <0.0001 para miRNA-192 y miRNA-5p-122-5p. La fuerte 

correlación evidenciada sugiere que estos miRNAs son todos predictores equivalentes de fibrosis 

hepática. Por lo tanto, es poco probable que medir más miRNAs a la vez mejore el rendimiento 

predictivo de cualquiera de estos siete miRNA.  

 

A continuación, evaluamos el rendimiento diagnóstico de estos siete miRNAs mediante la 

elaboración de una receiver operating characteristic curve (ROC). Para el miRNA-100-5p, el área 

bajo la curva (AUC) fue 0.902 (IC 95%: 0.814-0.990, p <0.0001) (Figura 3A del segundo 

artículo). Con un riguroso corte de más de 981 recuentos de miRNA-100-5p, encontramos una 

sensibilidad del 88% (IC 95%: 71-96) y una especificidad del 83% (IC 95%: 64-95) para distinguir 

la progresión de la no progresión. La odds ratio (OR) para el rendimiento diagnóstico del miRNA-

100-5p fue de 43,44 (p <0.0001). De manera similar, para miRNA-192-5p, el AUC de la curva 

ROC fue 0.910 (IC 95%: 0.823-0.996, p<0.0001) y, con un límite estricto de más de 47604 

recuentos de miRNA-192-5p, los valores de sensibilidad y especificidad fueron 88% (IC del 95%: 

71-96) y 85% (IC del 95%: 64-95), respectivamente (OR = 43.44, p <0.0001) (Figura 3A del 

segundo artículo).  

 

Se obtuvieron resultados comparables con los miRNAs 99a-5p, 122-5p, 125b-2-3p, 1246 y 194-

5p, que arrojaron valores de AUC de 0.900 (IC 95%: 0.811-0.989, p<0.0001), 0.900 (95% IC: 

0.807–0.993, p<0.0001), 0.900 (IC 95%: 0.803– 0.997, p<0.0001), 0.806 (IC 95%: 0.671–0.935, 
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p = 0.0004) y 0.842 (IC 95%: 0.741–0.970, p<0.0001), respectivamente (Figura 3A del segundo 

artículo). Es importante destacar que las AUC de los miRNAs excedieron las AUC de otros 

parámetros sanguíneos circulantes de referencia estándar, como ALT, AST, GGT, PIIINP, ELF y 

FIB-4, que arrojaron valores de AUC de 0.759 (IC 95%: 0.615-0.93, p = 0,0029), 0.778 (IC 95%: 

0.636–0.920, p =0.0014), 0.592 (IC 95%: 0.424–0.760, p = 0,2875), 0.579 (IC 95%: 0.396–0.761, 

p = 0.3875), 0.682 ( IC 95%: 0.510–0.854, p = 0,0424) y 0.633 (IC 95%: 0.464–0.801, p = 0.1263), 

respectivamente (Figura 3B del segundo artículo).  

 

En general, los datos publicados indican que los miRNAs circulantes tienen un potencial 

predictivo como biomarcadores de la progresión de la fibrosis hepática en pacientes coinfectados 

por VIH-1/VHC. Los resultados obtenidos se basan en la expresión diferencial de miRNAs totales.  

 

Un aspecto que quisimos tener en cuenta es que muchos miRNAs tienen variantes de longitud y/o 

secuencia, denominados isomiRNAs. Los miRNAs variantes, isomiRNAs y miRNAs canónicos 

están disponibles en varias bases de datos (por ejemplo, miRBase).  

 

Para este propósito generamos matrices para explorar la expresión de miRNAs a cualquier nivel: 

miRNAs canónicos, variantes, isomiRNAs individuales o miRNAs totales. Es de resaltar que 

encontramos que los isomiRNAs tenían mayor poder estadístico en el análisis de expresión 

diferencial. Por ejemplo, la variante miRNA-100-5p iso_3p:-2 mostró mejores resultados que el 

miRNA-100-5p total (Tabla complementaria 4 del segundo artículo, 

http://links.lww.com/QAD/C87).  
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Supplementary Table 4. Differential expression (DE) at the miRNA 100-5p and 192-5p variant 
level for HIV-1/HCV co-infection non-progressing versus progressing patients - Franco S, Buccione D, 
et al. AIDS 2021. 
 

miRNA Variant BaseMeana Log2 Fold 
Changeb 

p-adjustedc 

hsa-miR-100-5p 
 
 

iso_3p:-2 969.20 1.74 1.00×10-7 
iso_3p:-1 397.76 1.05 0.00014 
iso_3p:-4 26.51 1.11 0.00020 
iso_3p:-3 11.25 1.30 0.0021 
Canonical 21.45 0.16 - 

hsa-miR-192-5p 
 
 

Canonical 45684.25 1.22 1.30×10-7 
iso_5p:-1 9550.76 1.43 9.76×10-7 
iso_3p:-1 3753.22 1.64 5.7×10-7 
iso_add:+1 343.49 1.25 7.40×10-6 
iso_5p:+1 335.23 1.39 2.81×10-6 

a The average of the normalized count values according to DeSeq2 
b The effect size estimate according to DeSeq2 
c p value adjusted for false discovery rate by the method of Benjamini and Hochberg. 
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Es importante destacar que el análisis de miRNA100-5p mostró que la expresión de la variante 

canónica estaba casi ausente. Además, en comparación con el miRNA-100-5p total, la variante 

miRNA-100-5p iso_3p: -2 mostró una mejor correlación con el grado de fibrosis medido por ET 

(r = 0,61, P <0,0001) y una mejor AUC (0.919, IC 95%: 0.837-1.000, p<0.0001).  

 

El análisis diferencial de una sola variante de miRNA-192-5p también mejoró los resultados de la 

expresión diferencial (Tabla complementaria 4 del segundo artículo, 

http://links.lww.com/QAD/C87). En este caso, y en contraste con miRNA-100–5p, la variante 

canónica fue la secuencia más expresada (Tabla complementaria 4, http://links.lww.com/QAD/ 

C87). El análisis individual de la variante miRNA-192-5p también mejoró ligeramente la 

correlación con el grado de fibrosis medido por ET (r = 0.51, p = 0.0003) y el AUC (0.915, IC 

95%: 0.833-0.997, p <0.0001). Sin embargo, el poder estadístico de la expresión diferencial 

aumentó cuando se analizó la variante miRNA-192-5p iso_5p: -1 (Tabla complementaria 4 del 

segundo artículo, http://links.lww.com/QAD/C87). Esta variante se correlacionó mejor con el 

grado de fibrosis medido por ET (r = 0.55, p <0.0001) y tuvo un AUC más alta (0.927, IC 95%: 

0.853-1.000, p<0.0001).  

 

Así, las variantes de isomiRNAs podrían aportar mayor poder estadístico en el análisis de 

expresión diferencial, debido a su especificidad, y podrían representar mejores biomarcadores 

para diferenciar entre condiciones de interés. 

 
 



 
 

 93 

6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSIÓN 
 
En el presente estudio, hemos realizado un cribado a gran escala de todo el genoma para construir 

un perfil de miRNAs plasmáticos circulantes relacionados con el daño hepático en pacientes con 

VIH-1 no coinfectados con virus hepatotrópicos y en pacientes coinfectados con VHC.  

 

Se desconoce en la actualidad si la curación de la infección por el VHC con las nuevas estrategias 

de AADs libres de interferón elimina el riesgo de presentar complicaciones hepáticas, tratándose 

de pacientes en los que persisten otros factores asociados a progresión hepática, a pesar de la 

curación del VHC. Evidencias recientes sugieren que los miRNAs regulan diversas funciones en 

el hígado y juegan un papel en la patología del mismo.   

 

En nuestra primera publicación se ha detectado una elevada expresión de 14 miRNAs en los 

pacientes monoinfectados por VHC, destacando una elevada expresión de estos mismos miRNAs 

también en pacientes monoinfectados por VIH-1 con niveles elevados de transaminasas o HNR, 

como causa de hipertensión portal no cirrótica y hepatopatía en el paciente VIH-1. Esto nos ha 

demostrado el potencial de los miRNAs como biomarcadores de la progresión de hepatopatía en 

pacientes monoinfectados por VIH-1.  

 

Es interesante mencionar que en los pacientes monoinfectados por VIH-1 con niveles normales 

de transaminasas no hay un claro aumento de la expresión de todos los miRNAs identificados, 

pero cabe destacar que 4 de los 14 miRNAs, están significativamente más expresados también en 
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este subgrupo. Este hallazgo sugiere que, incluso en ausencia de indicadores de daño hepático, la 

infección por VIH-1 y/o el TARGA podrían interferir con el metabolismo hepático.  

Cabe destacar que cada miRNA identificado se ha relacionado previamente con la presencia de 

daño hepático. MiR-99a-5p y miR-100-5p, ambos miembros de la familia miR-100, están 

asociados con CHC203. Estudios anteriores han demostrado que están menos expresados en los 

tejidos hepáticos del CHC209 y más expresados en el suero de pacientes con CHC215, estando 

desregulados también en otros cánceres humanos.  

En general, se consideran supresores de tumores, porque se dirigen a genes relacionados con el 

tumor, como mTOR, AKT1 o PI3K, entre otros203. De la misma manera, miR-125b inhibe la 

migración e invasión de células de CHC al dirigirse a LIN28B206, y está desregulado en el CHC 

asociado a la infección por VHB o por VHC207. La desregulación de miR-193b, miR-483-5p y 

miR-592 se correlaciona con el CHC asociado al VHB223,214. MiR-193b suprime los tumores al 

dirigirse al protooncogén similar a CRK y a la quinasa de adhesión focal208. MiR-483-5p inhibe 

la fibrosis hepática del ratón, al dirigirse a dos factores profibróticos, el factor de crecimiento β 

derivado de las plaquetas y el inhibidor tisular de la metaloproteinasa 2, que suprimen la activación 

de las células estrelladas hepáticas205. MiR-592 se dirige al receptor del factor de crecimiento 1 

similar a la insulina para suprimir la proliferación celular, la migración y la invasión en el CHC213. 

MiR-203-3p se dirige a IL-24 para modular el CHC200. Los niveles séricos de miR-203a también 

predicen la fibrosis hepática en pacientes con infección por VHC211. Además, miR-629-3p induce 

la transformación estable de hepatocitos in vitro e in vivo, y su inhibición suprime el crecimiento 

de CHC198.  
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Especial interés tienen los miembros de la familia de miR-122, que se consideran factores clave 

en la enfermedad hepática197. MiR-122 es el miRNA más abundante en los hepatocitos, 

representando el 70% de todas las copias de miRNA encontradas en estas células202. Facilita la 

replicación del RNA viral del VHC201 y, en estos pacientes, los niveles séricos elevados de los 

miembros de la familia miR-122 se correlacionan con transaminasas elevadas, progresión de la 

fibrosis hepática y CHC196.  

La expresión desregulada de miRNA-122 se asocia con una variedad de enfermedades y 

disfunciones hepáticas, incluyendo hepatitis viral, enfermedad hepática inducida por alcohol, 

EHGNA, EHNA y HCC196,224–229. MiRNA-122 ha sido identificado como un importante regulador 

del metabolismo de los lípidos hepáticos221 y la evidencia acumulada indica que la secreción 

hepática de miR-122 es promovida por mecanismos dependientes de los ácidos grasos230.  

Los niveles plasmáticos de miR-122-5p, miR-125b-5p, miR-192-5p y miR-193b-3p están 

asociados con infección por VHB212. MiR-1224 se asoció con la insuficiencia hepática aguda en 

un modelo murino.  Este efecto de miR-1224 está mediado por la represión en los hepatocitos del 

gen antiapoptótico Nfib210. Finalmente, miR-885 se ha relacionado con transaminasas elevadas y 

daño hepático en un modelo de enfermedad canina204.  

El siguiente paso en nuestro estudio fue valorar los pacientes coinfectados con VIH-1/VHC, como 

subgrupo de interés para seguimiento estricto, por ser una población de alto riesgo para 

hepatopatía.  
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Mediante la secuenciación masiva del RNA del plasma de nuestros pacientes, identificamos una 

firma genética de siete miRNAs (100–5p, 192–5p, 99a-5p, 122–5p, 125b-2–3p, 1246 y 194–5p) 

capaces de detectar específicamente la progresión de la fibrosis hepática antes de su evidencia 

clínica. En particular, 100-5p y 192-5p, mostraron el valor predictivo más alto. MiRNA-192-5p 

es abundante en el tejido hepático humano y se ha asociado con la gravedad de la enfermedad 

hepática histológica. Se encuentra más expresado en la EHNA, se correlaciona con el CHC y es 

claramente profibrogénico231,225.  

En nuestra primera publicación demostramos que 100-5p, 99a-5p y 192-5p, están 

significativamente más expresados en pacientes con monoinfectados por VIH-1. Los otros cuatro 

miRNAs asociados con la aparición de progresión de la fibrosis hepática en nuestros pacientes 

son 122–5p, 125b-2–3p, 1246 y 194–5p. Todos se han relacionado previamente con la enfermedad 

hepática y con el cáncer. Se ha hablado ya en detalle del miR-122.  

Los niveles circulantes de miRNA-125b-2–3p se propusieron como un nuevo biomarcador del 

CHC positivo para el VHB232 y este mismo microRNA también se ha asociado con el carcinoma 

de células renales, en el que promueve la aparición de metástasis al dirigirse a EGR-1229.  

El miRNA-1246 está más expresado en el suero de los pacientes que desarrollan CHC y se asocia 

con características tumorales agresivas233,234.  

El microRNA-1246 se dirige directamente a la glucógeno sintasa quinasa 3b, la inhibición del eje 

25 de la proteína 2, el factor nuclear IB y la proteína quinasa cAMP dependiente de la subunidad 
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reguladora de tipo Ia. También se ha demostrado que participa en la progresión tumoral y 

aparición de metástasis 233,235.  

Por último, el miRNA-194 se considera como un buen marcador pronóstico de CHC. Se ha 

demostrado una reducción significativa de su expresión en los tejidos de CHC y los resultados 

obtenidos hasta la fecha demuestran que es un factor pronóstico independiente de mal pronóstico 

de CHC y que está relacionado con unas bajas tasas de supervivencia libre de enfermedad236. MiR-

194 regula la progresión del CHC, inhibiendo directamente la expresión de MAP4K4. Los niveles 

plasmáticos de miRNA-194-5p también se asocian los niveles del Ag HBe de la hepatitis B en los 

pacientes con infección crónica con VHB212.  

En resumen, los datos actuales sobre los siete miRNAs descritos en nuestro segundo estudio 

indican que todos tienen un impacto en la fisiología del hígado, hecho que los implica en el 

desarrollo de la fibrosis hepática. Cinco de los siete miRNAs identificados (100–5p, 192– 5p, 99a-

5p, 122–5p y 125b-2–3p) se detectaron anteriormente en nuestro primer articulo como 

sobreexpresados en el plasma de pacientes monoinfectados con el VHC o el VIH-1, confirmando 

la sospecha de que la monoinfección con el VIH-1 y/o la terapia antirretroviral podrían interferir 

con el metabolismo hepático.  

Estudios anteriores demostraron que la fibrosis hepática es más rápida en pacientes coinfectados 

con VIH-1/VHC en comparación con los monoinfectados con el VHC237. Aunque en la actualidad 

se obtienen altas tasas de erradicación del VHC, se necesitan mejores biomarcadores de la 

progresión de la lesión hepática en pacientes con VIH-1 curados del VHC.  
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La implicación de que estos siete miRNAs juegan un papel en el metabolismo de las células 

hepáticas sugiere que, además de su potencial como marcadores predictivos, también podrían 

servir como dianas terapéuticas.  

Por ejemplo, en el glioblastoma la regulación de la expresión de miR-100 redujo su 

tumorigenicidad, lo que sugiere el potencial clínico  de este miRNA como diana terapéutica238. 

Un ensayo clínico de fase IIa mostró que un oligonucleótido antisentido de miRNA-122 

[Miravirsen (Santaris Pharma, Copenhague, Dinamarca)] podría reducir la carga de RNA viral en 

pacientes con infección con el VHC239. Hasta la fecha, no se han diseñado ensayos clínicos para 

probar terapias basadas en miRNAs específicamente para EHGNA/EHNA.  

Sin embargo, datos alentadores sugieren que miR-122 tiene efectos farmacológicos inhibidores o 

de depleción genética en la diferenciación de los hepatocitos, en la progresión espontánea a 

fibrosis y en la carcinogénesis240,241. MiRNA-194 es otro ejemplo de un objetivo potencial. La 

sobreexpresión de miRNA-194 en células de CHC aumenta su sensibilidad al sorafenib, el cual 

es un tratamiento para el CHC242. 

Finalmente, mención aparte merecen las isoformas de los miRNAs. Nuestros resultados 

demuestran que los miRNAs secuenciados podrían malinterpretarse, cuando se utilizan sus 

secuencias canónicas en el análisis de expresión diferencial. Por tanto, es posible que se hayan 

malinterpretado abundantes datos sobre miRNAs obtenidos previamente con métodos RT-qPCR 

que empleaban oligonucleótidos y sondas basadas en secuencias canónicas. Sobre la base de 

nuestros resultados, y de acuerdo con estudios previos243–245, llegamos a la conclusión de que, 
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debido a su alta especificidad, los isomiRNAs podrían proporcionar una mayor resolución y una 

mejor expresión diferencial de poder estadístico que las secuencias canónicas.  

Las limitaciones de nuestro estudio son diversas.  

 

En general, el tamaño muestral analizado impone la necesidad de validar los resultados obtenidos 

en cohortes más grandes.  

 

Un punto para destacar es la imposibilidad de analizar la asociación de los miRNAs circulantes 

con los hallazgos histológicos de los pacientes con infección por el VIH-1 con transaminasas 

elevadas más allá de la exclusión de la coinfección por virus hepatotropos, ante el alto porcentaje 

de pacientes en curso de TARGA (91%).  

 

Interesante, por ejemplo, hubiera sido poder valorar en nuestra cohorte la desregulación de los 

miRNAs descritos asociada con la esteatosis hepática, la toxicidad de los antirretrovirales, el 

impacto directo de la infección por el VIH-1 o la propia inmunosupresión asociada con la.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

 100 

7. CONCLUSIONES 
 
1. La determinación de miRNAs asociados con daño hepático en pacientes con infección por 

el VIH-1 sin coinfección por virus hepatotropos sugiere un impacto directo del VIH-1 

sobre el metabolismo del hígado. 

 

2. Los pacientes monoinfectados con el VHC y los monoinfectados con el VIH-1 con ALT 

elevadas o con hiperplasia nodular regenerativa comparten la sobre expresión de ciertos 

miRNAs en plasma, principalmente miRNA 122-3p y 193b-5b.  

 

3. En los pacientes infectados con el VHC los miRNA 122-3p y 193b-5b están asociados con 

el grado de elevación de las transaminasas y la gravedad de la fibrosis hepática. 

 
 

4. En nuestra cohorte de pacientes coinfectados por el VIH-1 y el VHC con estadios de 

fibrosis F0-F1 seguidos durante más de 10 años, siete microRNAs han mostrado una buena 

predicción de la progresión de la fibrosis. Concretamente los miRNas 100-5p y 192-5p han 

mostrado una sensibilidad y especificidad superior al 85% en la predicción de progresión 

hepática. 

 

5. Ciertos miRNAs en plasma podría ser utilizados como bimarcadores de daño hepático en 

pacientes infectados por el VIH-1 con o sin coinfección por el VHC. 
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8. APLICACIONES Y PROYECTOS FUTUROS  
 

1.  Los resultados obtenidos demuestran que por sí sola la infección con el VIH-1 juega un 

papel en la progresión de la enfermedad hepática, aunque sin poder discriminar los posibles 

efectos del TARGA. Las investigaciones futuras deberían incluir un análisis de cohortes 

de pacientes VIH-1 naïves sin tratamiento previo. 

 

2.  Los niveles circulantes de miRNAs podrían ser marcadores adecuados de la fibrosis 

hepática en pacientes con coinfecciones VIH-1/VHC tratados con AADs y curados de la 

infección por VHC. Estos datos deben validarse en cohortes más grandes. 

 

3.  Las variantes de isomiRNAs podrían aportar mayor poder estadístico en el análisis de 

expresión diferencial de los miRNAs, debido a su especificidad, y podrían representar 

mejores biomarcadores para diferenciar entre condiciones de interés. 

 

4.  Recientemente en nuestra población de estudio se han valorado los posibles cambios en 

los niveles circulantes de miRNAs en individuos coinfectados por VIH-1/VHC que han 

alcanzado una RVS con terapias AADs. Se ha analizado un total de 81 sujetos coinfectados 
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con VIH-1/VHC, llevando a cabo un estudio longitudinal con seguimiento desde el inicio 

de la terapia con AADs (T0) hasta 12 semanas después de finalizar el tratamiento (T12).  

 

Los niveles circulantes de miR-100-5p, miR-122-5p y miR-192-5p (los tres microRNAs 

circulantes desregulados y ya relacionados en nuestras publicaciones anteriores con la 

progresión de la fibrosis hepática en sujetos coinfectados por VIH-1/VHC) se 

determinaron mediante PCR en tiempo real en T0 y T12. Los parámetros clínicos y el 

estadio de fibrosis hepática, determinados por ET, se controlaron en T0, T12 y después de 

dos años de alcanzar la RVS. Según nuestros resultados, después de la terapia con AADs, 

77 sujetos (95%) alcanzaron una RVS. La ET en T0 indicó que la mayoría de los sujetos 

del estudio se encontraban en una etapa avanzada de fibrosis hepática (F0-1 9%, F2 11%, 

F3 31%, F4 49%).  

 

Dos años después de la RVS, los sujetos con curados del VHC redujeron 

significativamente la rigidez hepática (p <0,0001). En T0, se observaron niveles 

significativamente más altos de miR-100-5p y miR-122-5p (p = 0.0120 y p = 0.0008, 

respectivamente) en individuos portadores del polimorfismo I148M de PNPLA3 (patatin-

like phospholipase domain-containing 3), que es uno de los factores de riesgo genético 

más relacionado con la progresión de la EHGNA/EHNA y de la fibrosis hepática.  

 

En T12, la RVS se ha asociado significativamente con una reducción del número de miR-

100-5p, miR-122-5p y miR-192-5p circulantes (p <0.0001, p <0.0001 y p = 0.0180, 



 
 

 103 

respectivamente) en la cohorte total y en el subgrupo con fibrosis hepática F3-4 (p < 

0.0001, p < 0.0001 y p = 0.0011, respectivamente). En T12 no se observó una reducción 

significativa de los niveles de miR-100-5p, miR-122-5p y miR-192-5p en individuos que 

no alcanzaron RVS.  

 

En conclusión, el tratamiento con AADs se asocia a una reducción significativa en los 

niveles circulantes de miRNAs asociados a enfermedad hepática, alcanzando niveles 

plasmáticos observados en donantes sanos, lo que respalda la idea de que el perfil de los 

miRNAs circulantes en los individuos con VHC y RVS es el resultado de la erradicación 

del VHC. 
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