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Resumen

Antecedentes:

La infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) sigue siendo un problema de
salud publica mundial, destacando como el principal factor de riesgo del carcinoma
hepatocelular (CHC). La mayoria de los pacientes con hepatitis B cronica (HBC) se
encuentran en alguna de las 5 fases de la historia natural del VHB definidas por la
Asociacion Europea para el Estudio del Higado (EASL) en 2017, pero algunos
individuos no encajan en ninguno de los estados inmunes habituales y se consideran
estar en la “zona gris (ZG)”. El ADN circular covalente cerrado (ADNccc) juega un
papel clave en el ciclo de vida del virus y no puede ser eliminado por las terapias
actuales. Ademas, la cuantificacion del ADNcce no es facil de generalizar debido a la
naturaleza invasiva de la biopsia hepatica. La creciente evidencia indica que los
microARNs (miARNs) podrian regular la expresion del ADNccc intrahepatico,

participar en el diagnodstico y la historia natural de la enfermedad.

Objetivos:

(1) Realizar un metaanalisis para evaluar la precision diagnostica de miARN
circulante como biomarcador no invasivo en el diagnostico precoz del CHC relacionado
con el VHB (CHC-VHB). (2) Explorar los marcadores subrogados no invasivos para
ADNCccc intrahepatico en pacientes con hepatitis B cronica en la zona gris (HBC-ZG).
(3) Explorar el papel regulador de los miARNSs en la expresion del ADNccec en pacientes
con HBC-ZG, establecer una red de interaccion miARN-ARNm y proporcionar una

base teodrica para encontrar nuevas dianas terapéuticas.
Materiales y métodos:

Después de una revision sistematica de los estudios relevantes, se combinaron la
sensibilidad, la especificidad, la razén de verosimilitud positiva (PLR) y negativa
(NLR), la odds ratio de diagnéstico (DOR) y el area bajo la curva (AUC) para
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diagnosticar el CHC-VHB. Se realizé un andlisis de metarregresion y un analisis de
subgrupos para explorar la heterogeneidad y se utiliz6 el grafico en embudo de Deeks
para evaluar el sesgo de publicacion.

Se incluyeron un total de 13 pacientes con HBC-ZG. Se cuantificaron el ADNccc
intrahepatico y los marcadores séricos de actividad viroldgica (incluido el ARNpg-
VHB, ADN-VHB, cuantificacion del HBsAg, ALT y AST). Las correlaciones entre el
ADNccc intrahepatico y los marcadores séricos de actividad viroldgica se analizaron
mediante la prueba de correlacion de Spearman. Se considerd estadisticamente
significativa cuando p < 0,05.

Segun el nivel de expresion de ADNccc intrahepatico, 13 pacientes con HBC-ZG
se dividieron en grupo de referencia (n = 7) con ADNcce < 1 copia/cel y grupo de
control (n = 6) con ADNccc > 1 copia/cel. Se aislaron miARNs y ARNm de tejido
hepatico, y su expresion se analizé mediante Affymetrix GeneChip™ miRNA 4.0 Assay
y Clariom™ S Assay, Human, respectivamente. Se utilizo el software R para analizar
la expresion diferencial (ED) de miARNs y ARNm, [logFC| > logl,5 y el valor p < 0,05
se establecieron como valor de corte. A continuacion, se realizaron los analisis de
enriquecimiento de las vias GO, KEGG y GSEA. Ademas, las interacciones miARN-
ARNmMm se adquirieron a partir de miRTarBase, y se empleo cytoscape para construir la
red de miARN-ARNm. Se calcularon el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y su
valor p. Se considerd que la correlacion entre miARN-ARNm diana era fuerte cuando

el coeficiente erar <- 0,7 y el valor p <0,01.
Resultados:

En el metaanalisis actual se incluyeron 19 articulos que incluyen 32 estudios. La
sensibilidad, especificidad, PLR, NLR, DOR y AUC generales fueron 0,83 (IC 95%:
0,79 - 0,87), 0,78 (IC 95%: 0,73- 0,83), 3,9 (IC 95%: 3,0 - 4,9), 0,21 (IC 95%: 0,16 -
0,27), 18 (IC 95%: 12 - 27) y 0,88 (IC 95%: 0,85 - 0,91), respectivamente. El analisis
de subgrupos muestra que el uso de los clusters de miARN junto con un aumento del

tamafio de muestra pueden mejorar la precision diagndstica. Ademas, no hay sesgo de



publicacion.

En pacientes con HBC-ZG, se vieron correlaciones significativas entre los niveles
séricos de ARNpg-VHB, ADN-VHB y cuantificacion del HBsAg con ADNccc
intrahepatico (r = 0,790, p = 0,001, r = 0,660, p = 0,013, y r = 0,730, p = 0,004,
respectivamente). Entre ellos, la correlacion entre el ARNpg-VHB sérico y el ADNcce
intrahepatico es mayor que la del ADN-VHB y la cuantificacion del HBsAg. No hubo
correlacion significativa entre AST y ALT con ADNccce intrahepatico (r = 0,470, p =
0,103, y r=0,420, p = 0,150, respectivamente).

Se cribaron un total de 19 ED miARNs que consisten en 7 ED miARNs up-
regulados y 12 down-regulados, y 340 ED ARNm que consisten en 180 up-regulados y
160 down-regulados. Los términos GO mas enriquecidos estaban relacionados con el
proceso biologico del virus, como la regulacion del ciclo de vida viral, la regulacion del
proceso viral y la regulacion de la replicacion del genoma viral. El analisis de
enriquecimiento de la via KEGG sugirid que estos objetivos predichos estaban
vinculados con la hepatitis B. Finalmente, se estableci6 una posible red reguladora de
miARN-ARNm basada en los resultados del analisis de correlacion de expresion, entre

los cuales miR-4295 - ZNF224 mostrd una correlacion relativamente alta.

Conclusion:

Los miARNSs circulantes (especialmente el miR-125b) podrian servir como un
biomarcador no invasivo potencial en el diagndstico precoz de pacientes con CHC-
VHB. Existe una correlacion significativa entre el ARNpg-VHB sérico y el ADNccc
intrahepatico en pacientes con HBC-ZG, lo que indica que el ARNpg-VHB sérico es
un potencial biomarcador subrogado fiable del ADNccc intrahepatico. La disminucion
de la expresion de miR-4295 en pacientes con HBC-ZG con bajo nivel de ADNccc esta
relacionada con el aumento de la expresion de ZNF224, que estd involucrado en el
proceso bioldgico de la replicacion del virus y la regulacion del ciclo de vida. Nuestros
hallazgos pueden proporcionar nuevos objetivos potenciales para el tratamiento de

HBC. En el futuro, se necesitan mas experimentos para verificar nuestros hallazgos.
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Abstract

Background:

Hepatitis B virus (HBV) infection remains a global public health problem, which
is the main risk factor for hepatocellular carcinoma (HCC). Most chronic hepatitis B
(CHB) patients belong to the 5 phases in the natural history of HBV defined by the
European Association for the Study of the Liver (EASL) in 2017, but some individuals
who do not fit into any of the usual immune states and are considered to be in the “grey
zone (GZ)”. Covalently closed circular DNA (cccDNA) plays a key role in the virus
life cycle and it cannot be eliminated by present therapies. Furthermore, the
quantification of intrahepatic cccDNA is not easy to generalize due to the invasive
nature of liver biopsy. Increasing evidence indicates that microRNA (miRNA) could
regulate the expression of intrahepatic cCCDNA, participate in the diagnosis and natural

history of the disease.
Aims:

(1) To evaluate the diagnostic accuracy of circulating miRNA as a non-invasive
biomarker in the early diagnosis of HBV-related HCC. (2) To explore non-invasive
surrogate markers for intrahepatic cccDNA in patients with chronic hepatitis B in the
grey zone (CHB-GZ). (3) To explore the regulatory role of miRNAs on cccDNA
expression in CHB-GZ patients, establish a miRNA-mRNA interaction network, and

provide a theoretical basis for finding new therapeutic targets.
Materials and methods:

After a systematic review of the relevant studies, the sensitivity, specificity,
positive likelihood ratios (PLR), negative likelihood ratios (NLR), diagnostic odds ratio
(DOR) and area under the curve (AUC) for diagnosing HBV-related HCC were pooled
in this meta-analysis. Meta-regression analysis and subgroup analysis were performed
to explore heterogeneity and Deeks' funnel plot was used to assess publication bias.

Xl



A total of 13 CHB-GZ patients were enrolled. Intrahepatic HBV cccDNA and
serum virological activity markers (including HBV-pgRNA, HBV-DNA, HBsAg
quantification, ALT and AST) were measured. Correlations between intrahepatic
cccDNA and serum virological activity markers were analyzed by Spearman’s
correlation analysis. P-value < 0.05 was considered statistically significant.

According to the expression level of intrahepatic cccDNA, 13 CHB-GZ patients
were divided into reference group (n=7) with cccDNA < 1 copies/cell and control group
(n=6) cccDNA > 1 copies/cell. MiRNA and mRNA were isolated from liver tissue, and
their expression were analyzed by Affymetrix GeneChip™ miRNA 4.0 Assay and
Clariom™ S Assay, Human, respectively. R software was used to analyze differentially
expressed miRNA (DE-miRNA) and mRNA (DE-mRNA), |logFC| > logl.5 and p-
value < 0.05 were set as the cut-off value. Next, enrichment analyzes of the GO, KEGG
and GSEA were performed. In addition, miIRNA-mRNA interactions were acquired
from miRTarBase, and cytoscape was employed to construct miRNA-mRNA network.
Pearson's correlation coefficient (r) and its p-value were calculated. The correlation
between target mMiRNA-mRNA was considered to be strong when the coefficient was r

<-0.7 and p-value < 0.01.
Results:

19 articles including 32 studies were included in the current meta-analysis. The
overall sensitivity, specificity, PLR, NLR, DOR and AUC were 0.83 (95% CI: 0.79 -
0.87), 0.78 (95% CI: 0.73 - 0.83), 3.9 (95% CI: 3.0 - 4.9), 0.21 (95% CI: 0.16 - 0.27),
18 (95% CI: 12 - 27) and 0.88 (95% CI: 0.85 - 0.91), respectively. Subgroup analysis
shows that miRNA clusters with a large sample size showed better diagnostic accuracy.
In addition, publication bias was not found.

In CHB-GZ patients, serum HBV-pgRNA, HBV-DNA and HBsAg quantification
were significantly correlated with intrahepatic cccDNA (r=0.790, p=0.001, r = 0.660,
p=0.013 and r = 0.730, p = 0.004, respectively). Among them, the correlation between
serum HBV-pgRNA and intrahepatic cccDNA is higher than that of HBV-DNA and
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HBsAg quantification. There was no significant correlation between AST and ALT with
intrahepatic cccDNA (r = 0.470, p = 0.103 and r = 0.420, p = 0.150, respectively).

A total of 19 DE-miRNAs consisting of 7 upregulated and 12 downregulated DE-
miRNAs, and 340 DE-mRNAs consisting of 180 upregulated and 160 downregulated
DE-mRNAs were screened. The most enriched GO terms were related to the biological
process of the virus, such as regulation of the viral life cycle, regulation of the viral
process, and regulation of viral genome replication. KEGG pathway enrichment
analysis suggested that these predicted targets were linked to hepatitis B. Finally, a
potential mMIRNA-mRNA regulatory network was established based on the results of
expression correlation analysis, among which miR-4295 - ZNF224 showed a relative

high correlation.

Conclusion:

Circulating miRNAs (especially miR-125b) could serve as a potential non-
invasive biomarker in the early diagnosis of HBV-related HCC patients. There is a
significant correlation between serum HBV-pgRNA and intrahepatic cccDNA in CHB-
GZ patients, indicating that serum HBV-pgRNA is a potential reliable surrogate
biomarker for intrahepatic cccDNA. The decreased expression of miR-4295 in CHB-
GZ patients with low level of cccDNA is related to the increased expression of ZNF224,
which is involved in the biological process of the virus replication and life cycle
regulation. Our findings may provide new potential targets for the treatment of patients

with CHB infection. In the future, more experiments are needed to verify our findings.
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CAPITULO I: INTRODUCCION



1. VIRUS DE LA HEPATITIS B (VHB)

1.1. Descubrimiento del VHB

Se considera que es Hipocrates (460-337 A.C.) quien describi6 por primera vez la
hepatitis viral como enfermedad, la cual fue nombrada como “ictericia catarral o
ictericia epidémica”®. F. O. MacCallumen en 1940 se dio cuenta de que parte del
ejéreito al que se le habia administrado la vacuna contra la fiebre amarilla, pocos meses
después habia enfermado de hepatitis'"). Asimismo, este médico concluyé que, usando
sin esterilizar agujas y jeringas para tratar enfermedades venéreas o diabetes, era muy
probable que se contrajera también la hepatitis"). En 1950, los médicos descubrieron
que, después de una transfusion de sangre, también se corria el riesgo de contraer dicha
enfermedad y fue cuando se propuso el concepto de hepatitis sérica®.

En 1964, Baruch Blumberg y Harvey Alter®™ observaron una reaccion inusual
entre el suero de un paciente hemofilico transfundido y un aborigen australiano, por lo
que el nuevo antigeno fue designado como “antigeno australiano”®. A finales de 1970,
tras concluir que el antigeno australiano era una parte del virus que originaba la hepatitis
B, David Dane identificd el virus completo en pacientes positivos. A partir de este
momento, tomé el nombre de “particulas de Dane”®. Posteriormente, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) cambid la nomenclatura del antigeno australiano, tomando
ahora el nombre de antigeno de superficie del VHB (HBsAg). En 1976, Blumberg fue
galardonado con el Premio Nobel de Medicina, por descubrir el VHB y desarrollar la
primera vacuna contra el VHB. En 1979, Galibert completé toda la secuencia del
genoma del VHB y lo mostré como un virus del acido desoxirribonucleico (ADN)

parcialmente bicatenario, con aproximadamente 3.200 pares de bases de longitud®.



1.2. Estructura de la particula viral

El VHB pertenece a la familia de los Hepadnaviridae (del griego hepa, higado y
dna viridae, virus de &cido desoxirribonucleico). A su vez, corresponde al género
Orthohepadnavirus. EI hombre es su hospedador natural; sin embargo, se han podido
aislar virus similares en simios, marmotas, ardillas, garzas y patos®.

Bajo el microscopio, se distinguen tres estructuras distintas: unas particulas
esféricas grandes, unas particulas esféricas pequefias y unas particulas filamentosas

similares a bastones (Figura 1).

Figura 1. Morfologia del VHB bajo el microscopio electrnico, en donde se observan: (A) las
particulas de Dane; (B) particulas esféricas pequefias; y (C) particulas filamentosas.
Fuente: imagen de Wikipedia.

Las particulas esféricas grandes, también conocidas como particulas de Dane,
miden de entre 42 a 47 nm y son particulas completas e infecciosas del VHB. Estas
estan formadas por una envuelta externa lipidica, asi como de una capside interna
proteica. La envuelta, proviene de la célula a la que infecta, y esta compuesta de una

bicapa de fosfolipidos, la cual lleva el HBsAg, y comprende tres tipos distintos de
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glicoproteinas, las cuales tienen una diversidad de superficies, que son: una grande,
llamada LHBs, otra mediana, conocida por MHBs y, finalmente, una pequefia o SHBs(".
La capside interna esta formada de una nucleocapside icosaédrica, a la cual se le conoce
también con el nombre de “core”, que es la que posee el ADN viral, asi como la enzima
polimerasa viral multifuncional. Esta Gltima tiene actividad de transcriptasa reversa y
de ADN polimerasa, con el genoma asociado. Son los antigenos del core (HBcAQ) los
que rodean todo este complejo® (Figura 2).

Las particulas esféricas pequefias son particulas huecas con un didmetro de 22 nm
y su componente principal es el HBsAg. Una particula esférica posee hasta 100
mondmeros de HBsAQ, las cuales se acoplan a las membranas del compartimento post-
reticulo endoplasmatico, pre-aparato de Golgi®. Esta puede ser entre 10*-10° veces mas
cuantiosos en el suero de alguien infectado que en las propias particulas virales®. Estas
particulas provienen de la cubierta o envoltura, por haberse sintetizado en exceso, por
lo que no son infecciosas. Por otro lado, las particulas filamentosas poseen alrededor
de 22 nm de diametro, son de longitud variable, mas escasas que las esféricas. No

obstante, existen 100 veces mas que las virales.

Monoémero proteina core

(HBcAg)

Nucleocadpside

ADN-VHB

= Polimerasa (P)

Envuelta lipidica

Figura 2. Estructura de la particula de Dane.
Fuente: © 2002 James A. Perkins, Medical and Scientific illustrations.



1.3. Estructura del genoma viral

El genoma del VHB estd formado por una Unica molécula de ADN circular
bicatenario parcial, constituido por una cadena larga y una corta. La cadena larga, que
posee polaridad negativa, tiene las siguientes caracteristicas: es completa; circular; no
cerrada; de 3,2kb, aproximadamente; dispone de un polipéptido covalente en el extremo
5', el cual actiia como “primer”(9, La cadena corta, con una polaridad positiva, tiene
las siguientes caracteristicas: es incompleta; posee una longitud variable, llegando a ser
un 50% mas corta que la primera; su extremo 3’ tiene una ADN polimerasa, con poder
para completarla, llegando a formar un ADN circular con doble cadena completa
durante el comienzo del ciclo de replicacion?,

La cadena larga, que es la negativa, tiene toda la informacion genética y dispone
de algunos marcos abiertos de lectura, llamados ORFs u Open Reading Frames, y son
cuatro: S, C, P y X, fuertemente solapados. Poseen una capacidad codificante de 1,5
veces mayor que si no se solaparan!'®. Bajo la regulacion conjunta de los cuatro
promotores y dos potenciadores, se transcriben distintos transcriptos del VHB. (Figura

3)

Figura 3. Estructura del genoma del VHB.
Fuente: Medicina & Laboratorio 2011.
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1.3.1. Marcos abiertos de lectura (ORFs)

El ORF-S, o region S, esta formado por las regiones llamadas Pre-S1, Pre-S2 y el
gen S, los cuales son capaces de codificar tres tipos de proteinas de la envoltura viral,
que son los SHBs, MHBs y LHBs. La primera es una proteina altamente hidrofdbica,
compuesta por 226 aminoacidos. De todas ellas, es la que posee mayor cantidad y la
que porta la antigenicidad del HBsAg. El gen Pre-S2 es el que codifica la proteina
mediana MHBs del HBsAg. Por su parte, el gen Pre-S1, con las otras, produce la
proteina larga (HBsAg + Pre S2Ag + Pre S1Ag), la cual quiza es la que tiene la
responsabilidad de interactuar sobre la superficie del virus con la membrana de la célula
del hepatocito. Por esta razén, se ha visto la posibilidad de que tenga un papel
determinante en la patogenia de este proceso.

El ORF-C es conocido también como regién C, la cual es capaz de codificar la
proteina o antigeno del core (HBcAg). La region pre-core de 90 nucledtidos
aproximadamente la precede. Asi pues, esta region C, tal y como también lo hacia la
region pre-core, tienen la facultad de codificar el antigeno “e” (HBeAg). E1 HBcAg es
determinante a la hora de eliminar el VHB en las personas con inmunocompetencia. El
HBeAg es secretado como una proteina soluble, no estructural. A pesar de que no se
necesita para el ensamblaje viral o la replicacidn, es significativo su papel de cara a la
infeccion natural in vivo®®.

El ORF-P o region P, constituye la region mas grande del VHB, ya que esta
formada por 2.436 nucleotidos. Esta se asocia a replicacion del virus, al codificar la
ADN polimerasa. La forman cuatro dominios: un dominio de proteina terminal, el cual
ayuda a que se inicie la sintesis de la cadena negativa de ADN; un dominio espaciador,
con una longitud que varia dependiendo del genotipo; un dominio con actividad de
transcriptasa reversa y de ADN polimerasa, que interviene en la sintesis del genoma
viral y el dominio ribonucleasa (RNasa) H, capaz de degradar al ARN pregendmico
(ARNpg) y de facilitar la replicacion®.

El ORF-X o region X, es capaz de codificar una proteina no estructural, conocida

por antigeno X del VHB (HBxAgQ). Funciona como un fuerte transactivador de
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transcripcion, capacitado para potenciar asimismo la expresion de los genes celulares®.
Ademas, esta proteina es capaz de unirse a un complejo de proteasoma, imprescindible
para el reconocimiento inmune. Se puede decir que, al pegarse la proteina X al
proteasoma, habria posibilidad de que se inhibiera la presentacion antigénica, por lo

que se evadiria la respuesta inmune contra el VHB®9).
1.3.2. Promotores y potenciadores

Cada uno de los ARN mensajeros (ARNm) posee una sintesis gracias a su
correspondiente promotor. A su vez, estos promotores poseen una actividad regulada
por los elementos potenciadores I y 11!, los cuales muestran una especificidad hepatica.
La causa de ello es porque necesitan para su actividad factores de transcripcion
hepaticos, localizados en ORF-C. Son cuatro las regiones promotoras y son las
siguientes: PreS1, PreS2/S, central y X, ubicadas todas en ORF-P. Por el factor nuclear
4a de hepatocitos (HNF4a) se activa el promotor PreS1 y comienza la transcripcion del
ARNm, la cual es capaz de codificar la proteina PreS1/L de la envoltura virica. Por otro
lado, el promotor PreS2 o S produce la transcripcion de los ARNm, con capacidad para
crear el polipéptido preS2/M y al S, y es el potenciador 1I el que lo controla®. En
cuanto al promotor central, este abarca dos regiones bien definidas: por una parte, se
encuentra el promotor basico del core (PBC) y, por la otra, la region reguladora superior.
Cuando se une el factor de transcripcion al promotor posibilita la transcripcion de dos
ARNmM, de tal forma que uno de ellos es capaz de codificar la proteina pre-core, que
posee el HBeAg, mientras que el otro, el ARNpg, lo hace con la polimerasay el HBCAg,
actuando como molde para que se produzca la replicacion viral. Por Gltimo, el promotor

X es el que posee la facultad de controlar la transcripcion de la proteina X.



1.4. Genotipos del VHB

De acuerdo a su secuencia, se han descrito diez genotipos (A - J) del VHB, los
cuales presentan diferencias superiores al 8% en el genoma. Hay un nimero superior a
30 subgenotipos, distinguidos todos ellos por poseer diferencias entre el 4 - 8%, y se
distribuyen geograficamente por lugares concretos y poseen origenes étnicos
especificos. Asi pues, nos encontramos que el genotipo A es més usual en Asia, Africa,
Europa y América; el genotipo B, en Asia, Oceania y Canadé; por su parte, el genotipo
C tiene una alta prevalencia en Asia y Oceania, mientras que el genotipo D tiene una
distribucion global como el genotipo A, circulando principalmente en Europa, Asia,
Australia y los Estados Unidos®?. En cuanto al genotipo E, este se encuentra en Africa
occidental y central, aunque algunos casos también han reportado en Europa y
Colombia®V. El genotipo G, lo vemos en Francia, Alemania, Estados Unidos, Japén y
Africa. Los genotipos F y H son exclusivos para América: el genotipo F se encuentra
en toda América, desde Alaska a Argentina, mientras que el genotipo H, en América
Central y el sur de Estados Unidos®Y. El genotipo I y J se describieron en muestras
obtenidas en pacientes de Laos®? y Japon®®), respectivamente.

Ciertos estudios revelaron que los genotipos B y C predominan sobre todo en
China, y que el genotipo C tiene tendencia a producir una enfermedad hepatica mas
severa, en donde se percibe mas actividad necroinflamatoria y fibrosis. No obstante, los
genotipos mas frecuentes que tienen lugar en Espafia son el D y el A. Al respecto, hay
algunas investigaciones que han puesto en relacion ciertas manifestaciones clinicas con
la progresion de la enfermedad hepatica con genotipos concretos. Por eso se puede
afirmar que el significado clinico de ciertos genotipos no es concluyente. Se requiere,

pues, un numero mayor de pacientes que permitan corroborar dichos datos.



1.5. Mutaciones del VHB

El VHB no es estable, y posee la capacidad de producir distintas variantes o
quasispecies en un mismo huésped. Estas son diferentes gracias a unas mutaciones
pequefias que, en la mayoria de las veces, ayudan al potencial oncogénico del virus, asi
como a mitigar la inmunogenicidad y la antigenicidad®?. El genoma del VHB posee
una tasa de mutacion de 1,4 - 3,2 x 10° sustituciones/nucleétido/afio, lo que representa
un aumento con respecto a otros virus ADN, al ser 100 veces mas que ellos®). Las

mutaciones mas frecuentes del VHB se presentan en la Figura 4.

® Mutacién del gen C

En la regidn pre-core, la mutacion que aparece con mas frecuencia ejerce una
afeccion sobre el nucledtido, que esta en posicion 1896. Alli, el triplete UGG pasa a
UAG (G1896A), lo cual produce un coddn de parada. Todo ello ocasiona que se termine
prematuramente la sintesis de la proteina pre-core®®. La variante citada tiene un efecto
sobre la estabilidad de la estructura épsilon, asi como sobre la sefial de la
encapsidacion®”. Las mutaciones que tienen lugar en la region PBC tienen posibilidad
de regular la transcripcion del ARNm preC e inhabilitar la sintesis de HBeAg. La doble
mutacion T1762A / A1764G esta relacionada con la disminucién en la sintesis del ARN
que codifica la proteina core y la polimerasa. Esto ocasiona un descenso de la carga

viral®®,

® Mutacion del gen S

Las mutaciones que tienen efecto sobre este epitopo causan variantes de escape,
tanto en cuanto a la inmunidad natural como a la de la vacunacion®”. La estructura del
HBsAg puede quedar afectada a causa de otras variantes, como son, por ejemplo, las
N144R, T131l, K141E, asi como las que son producto de la insercién de tres
aminoécidos entre las posiciones 123 y 124G%, Aparte de estas, en el determinante “a”

se han detectado otras sustituciones.

® Mutacion del gen P




Las mutaciones ocasionadas en esta secuencia que tienen efecto sobre dominios
cataliticos ocasionan resistencia a los tratamientos con inhibidores de la enzima, los
cuales usan analogos de nucledtidos (ANSs). En el dominio C encontramos el motivo
YMDD (tirosina, metionina, aspartato, aspartato), el cual esta altamente conservado en
todos los genotipos y es primordial en la replicacion del virus. Por otro lado, las
mutaciones YVDD (rtM204V) y YIDD (rtM2041) se relacionan con la resistencia a L-

nucleétidos, como son, por ejemplo, las lamivudina, telbivudina y entecavir®?,

® Mutacion del gen X

Es mas probable que el producto viral del gen X intervenga en la patogénesis del
carcinoma hepatocelular (CHC), como se viene demostrando desde hace afos. Parece
ser que el antigeno X origina la carcinogénesis, a causa de su interaccion con proteinas
que modifican la regulacion de distintas vias de sefializacion. Estas, a su vez, tienen una

participacion destacada dentro del ciclo celular y la apoptosis©?).

Immune escape (B cell) Drug resistance

PreS: Deletion f RT: V173L, L1801}V,

MHR: K1221, T123N, A181V/T, T184S,
G145R, efc. /

$2021, M2041/V,
N236T, F249A,
M2501/V, etc.

4+ Partially dsDNA

Tumorgenesis
Truncated mutant
C1653T, T1753V, efc.

Increased viral replication
Abolish or decrease HBeAg
expression A//
Immune escape (T cell)
BCP: A1762T and G1764A
PreC: G1896A

Core gene: CTL epitope

Figura 4. Mutaciones del VHB
Fuente: World Journal of Gastroenterology®>.
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1.6. Ciclo bioldgico y replicacion del VHB

El ciclo replicativo del VHB es complejo y comprende varios procesos biologicos

que se mencionan a continuacion (Figura 5).

® Entrada del virus

La infeccién tiene lugar cuando se une el virus al receptor celular: péptido
cotransportador de taurocolato de sodio (NTCP)®%. EI NTCP se trata de un miembro
electrogénico, perteneciente a la familia portadora de transportadores de solutos, el cual
se expresa fundamentalmente en el higado y se ubica en la membrana basolateral de los
hepatocitos®®. El NTCP transportan predominantemente sales biliares y compuestos
sulfatados, pero también es capaz de mediar en el transporte de sustratos adicionales,
como por ejemplo las hormonas tiroideas, firmacos y toxinas®®. Pasado el periodo de
interaccion, las particulas virales crean un endosoma en la parte interna de la célula
hepatica, en donde las nucleocapsides son liberadas al citoplasma con la molécula de

ADN relajado circular (ADNrc) en el interior y se une a la proteina P covalentemente®?.

® Transporte de las capsides desde el citoplasma al ntcleo vy liberacion del ADNrc en

el nacleo

Los microtibulos son los causantes de que se transporte de forma activa la
nucleocapside hasta el complejo del poro nuclear. Los dimeros de HBCAg poseen una
sefial de localizacion nuclear, la cual interacciona con la membrana nuclear. Por su
parte, el ADNrc se libera en el nucleo, debido a la retencion en el complejo del poro

nuclear de las nucleocépsides®®).

® Formacion del ADN circular covalente cerrado (ADNccce)

En la parte central del nucleo, el ADNrc pasa por ciertos pasos bioquimicos,
convirtiéndose en ADNccc®?, que es el intermediario crucial que sirve como plantilla
de replicacion del VHB durante el ciclo de vida del VHB, en donde se produce lo

siguiente: (a) se libera la proteina P, la cual estd unida covalentemente al extremo 5' de
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la cadena negativa y se elimina el oligonucleétido del acido ribonucleico (ARN) en el
extremo 5’ de la cadena positiva, (b) se elimina una de las redundancias terminales de
la cadena negativa, (c) finaliza la sintesis de la cadena positiva a causa de la enzima
polimerasa y (d) se unen de forma covalente los extremos 5’ y 3’ de las dos cadenas
hasta generarse la ADNccc. Una vez formado, el ADNccc se organizard en un

minicromosoma viral similar a la cromatina.

® Transcripcion viral del ADNccc v traduccidn proteica

Después de que el ADNrc se convierte en ADNccc en el nicleo del hepatocito, el
ADNCccc se usa como plantilla para que se produzca la transcripcion de los diferentes
ARNmM mediante la ARN polimerasa Il. Estos son transportados al citoplasma vy,
posteriormente, traducidos por los ribosomas celulares dando lugar a las proteinas
virales®?), Estas proteinas son traducidas partiendo de cinco ARNm diferentes, los
cuales son: ARN precore de 3,5 kb (HBeAg), ARNpg 3,5 kb (core y polimerasa), asi
como tres ARN subgenomicos: de 2,4 kb (LHBs); de 2,1 kb (MHBs y SHBS); y de 0,7
kb (proteina X)“Y. Los ARN subgendmicos, los cuales codifican para las proteinas
virales de envoltura, asi como los ARN gendmicos, cuya caracteristica principal es que
son bifuncionales, actian como mensajeros para las proteinas del core y de la
polimerasa viral. Son, ademas, el templado de la transcripcion reversa, por la cual se
replica el VHB. Por su parte, la HBx se trata de una proteina multifuncional que
funciona activando las transcripciones virales y de genes del huésped, afectando en los
procesos de reparacion del ADN y regulando el crecimiento y, finalmente, la muerte

celular®?,

® Formacion de las particulas core y transcripcién reversa

Se produce una reaccién muy especifica cuando el ARN gendmico es encapsidado
en particulas de nucleocépside viral juntamente con la polimerasa. Para ello, no solo
necesita las proteinas del core, sino también requiere los productos del gen P. Cuando

ya se produce dicha encapsidacion, el ARN gendmico inicia su transcripcion inversa,
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dando lugar a la cadena negativa de ADN. Para que se produzca la sintesis de esta
primera cadena, usa una proteina codificada por el gen P de la polimerasa viral como
iniciador®®. Sin embargo, la segunda cadena de ADN positiva usa como molde a la
cadena negativa, asi como a un pequefio ARN procedente del extremo 5’ del ARN
gendmico como iniciador®®. Para que la particula quede envuelta y liberada en este

proceso, no se requiere la sintesis completa de la cadena positiva de ADN.

® Maduracidn vy secrecion de viriones vy particulas subvirales

Tras el proceso de sintesis del ADN viral, brotan desde el reticulo endoplasmatico
las particulas core. Es ahora cuando adquiere la cubierta de glicoproteinas y se forma
la particula completa del VHB. Posteriormente, y como ultimo paso, se produce la

secrecion del virus fuera de la célula.
Hepatocito

Entrada y Transporte i
: decapsidacién nuclear : ﬁ \

)
g

/

"~ Transcripcion

T, “\_7 o,

e e C
@ - @ p
pg
=™
ADN (/)% »- tn“ = e ®
iy Core TraducciénO
®

Traduccion y ..
secrecion de HBeAg

Figura 5. Ciclo replicativo del VHB.
Fuente: Imagen de Ina Sevic.
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1.7. Inmunopatogénesis de la infeccion por el VHB

La interaccion del virus con el sistema inmunitario del huésped es fundamental a
la hora de que este se infecte por el VHB. La respuesta inmunitaria del huésped contra
el VHB incluye principalmente dos partes: inmunidad innata o inespecifica e inmunidad
adaptativa. Mientras el paciente esté infectado de forma aguda por el VHB, la mayor
parte de las moléculas de ADN del virus son eliminadas rdpidamente del higado gracias
a los mecanismos no citopaticos en los que intervienen citocinas liberadas inicialmente
por las células del sistema inmunitario innato y, mas tarde, por linfocitos CD8+
especificos del VHB que infiltran el higado“?. La respuesta del sistema inmunitario
innato y adaptativo a la infeccion aguda por el VHB es eficiente y oportuna. El
aclaramiento viral implica la induccion de una reaccion robusta adaptativa de células T,
que induce un efecto antiviral dependiente de citolitico. También un efecto antiviral
independiente, a través de la expresion de citoquinas antivirales, asi como la induccion
de células B, las cuales producen anticuerpos neutralizantes que evitan la propagacion
del virus®> 49 El recambio de hepatocitos resultante de la muerte celular infectada
conduce a la dilucién del ADNccc™®”). Sin embargo, las respuestas de los linfocitos T
especificos de VHB en los pacientes con infeccion cronica por el VHB normalmente
son débiles, infrecuentes y poco especificas®®. La infeccién cronica por el VHB esta
caracterizada desde el punto de vista inmunoldgico por la reduccion de las respuestas
de las células T CD4+ y T CD8+ a los antigenos correspondientes del VHB“?, debido
a un deterioro de la respuesta inmune innata, incluida la dendritica®?, o la disfuncion
de las células NKOY, y la reduccion de los receptores 7oll-like tipo 2 (TLR-2)%?). La
infeccion cronica por el VHB avanza a través de distintas fases de la enfermedad que
estan fuertemente asociadas con la edad. Se ha detectado que los nifios y adultos jovenes
que sufren una infeccion créonica por el VHB tienen un perfil inmune menos

comprometido que el de pacientes de mayor edad®.

14



1.8. Epidemiologia del VHB

La infeccion por el VHB es realmente uno de los problemas més importantes de
salud publica en todo el mundo, pero no en todas las zonas geograficas esta infeccion
prevalece de la misma manera, por lo que se puede valorar su distribucion segun el
numero de portadores cronicos de HBsAg que exista en cada area geografica.

Si pues, debido a la gran variacion regional de pacientes con HBsSAg positivos, se
han marcado tres niveles de endemicidad, a saber, baja (< 2%), intermedia (2 - 8%) y
alta (> 8%)®%. Se ha estimado que cerca del 45% de los individuos infectados residen
en zonas con endemicidad alta, como son Africa tropical, zonas de Oriente Medio,
Sudeste asiatico, la mayor parte de la cuenca del Amazonas, muchas islas del Pacifico
y Pacifico Oriental, Groenlandia, asi como algunas regiones de China y algunas zonas
rurales situadas en el norte de Canada®®. Las coinfecciones con otras infecciones
virales ocurren con mayor frecuencia en areas con endemicidad alta del VHB. De esta
manera, se considera que entre el 6% Yy el 13% de las personas que tienen el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) también tienen infeccion crénica con el VHB,
encontrandose la mayor prevalencia en el Africa subsahariana®. Del mismo modo, y
aproximadamente del 10% al 15% de los pacientes estan coinfectados con el virus de
la hepatitis C (VHC)®®). Esta circunstancia acrecienta el riesgo de que el paciente
desarrolle bien una hepatitis severa o un CHC. Aproximadamente el 5% de las personas
estan coinfectados con el virus de la hepatitis D (VHD)®?. Se trata de un virus
defectuoso que necesita las proteinas de la superficie del VHB con el fin de formar su
envoltura en los hepatocitos coinfectados por VHD/VHB. El 43% de los individuos
infectados viven en regiones con la endemicidad intermedia, como son, por ejemplo, la
zona Mediterranea, el norte de Africa, el este de Europa, Union de Republicas
Socialistas Soviéticas, parte de Oriente Medio, Asia Central y Suroeste asiatico, asi
como algunas 4reas del centro y sur de América®® >, El 12% restante, se sitGa en areas
de la endemicidad baja, las cuales estan ubicadas en los siguientes lugares: norte, oeste
y centro de Europa; norte, centro, sobre todo México, y sur de América y, finalmente,

en Australia®® % (Figura 6).
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En cuando a la manera en el que se transmite el virus, esta cambia con la
prevalencia. Asi, en las areas donde es baja la prevalencia, como sucede en Estados
Unidos, la mayor parte de las infecciones se contagian tras el periodo de la adolescencia,
gue es el momento en el que las personas se exponen mas al virus, por las relaciones
sexuales que tienen sin proteccion, asi como al consumo de drogas parenterales®. Sin
embargo, en las areas en donde es alta la prevalencia, los bebés se infectan con VHB
durante el periodo perinatal.

Segtin el ultimo informe de la OMS, la hepatitis B se registra mas prevalentemente
en las zonas del Pacifico Occidental (116 millones) y de Africa (81 millones), y a finales
del afo 2019, se considera que habia en el mundo 296 millones de enfermos cronicos,
con 1,5 millones de nuevas infecciones cada afio®”. La hepatitis B provocé un estimado

de 820.000 defunciones en 2019, principalmente por cirrosis y CHC®?,

Prevalencia de HBsAg
B =8% = alta
2%-7% = intermedia
<2% = baja

Figura 6. Distribucion geografica de la infeccion por VHB.
Fuente: Imagen de CDC. Hepatitis B.
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1.9. Historia natural de la infeccion cronica por el VHB

1.9.1. Fase de la infeccidn crénica por el VHB segin EASL

Segun las directrices de la Asociacion Europea para el Estudio del Higado (EASL)
marcadas en el afio 2017*7, la nueva nomenclatura de la historia natural tiene como
base describir las dos caracteristicas principales de la cronicidad, que son la infeccion
vs. hepatitis. Por ello, se ha dividido esquematicamente en cinco fases, para lo que hay
que considerar la presencia de HBeAg, los niveles que hay de ADN-VHB, los valores
presentes de alanina aminotransferasa (ALT) y, eventualmente, si estd presente o
ausente la inflamacion del higado™? (Figura 7). A continuacion, vamos a ver estas fases

mas detenidamente.
Fase 1: Infeccion cronica por VHB con HBeAg positivo

Esta fase con anterioridad fue conocida por “fase de inmunotolerancia”, y esta
caracterizada por la presencia de HBeAg en suero, asi como por niveles muy altos de
ADN-VHB y ALT, dentro del rango normal [limite superior de la normalidad (ULN)
aproximadamente 40 UI/L] de manera persistente. En el higado, se produce una
necroinflamacion o fibrosis hepatica minima o nula, aunque va acompafiada de un nivel
alto de integracion del ADN-VHB. Por otro lado, los hepatocitos clonales se expanden
y esto indica que la hepatocarcinogénesis podria estar ya en curso, en esta fase temprana
de la infeccion®?. A causa de los altos niveles de ADN-VHB que poseen estos pacientes,

resultan altamente contagiosos.
Fase 2: Hepatitis cronica por VHB con HBeAg positivo

Esta segunda fase esté caracterizada por la presencia de HBeAg en el suero, asi
como altos niveles de ADN-VHB y ALT elevada®”. En el higado, se produce una
necroinflamacion hepéatica moderada o grave y una progresion acelerada de la fibrosis.
Esta situacion puede ocurrir después de varios afos de la primera fase y se alcanza con
mayor frecuencia y/o rapidez en sujetos infectados durante la edad adulta. El resultado

17



de esta fase no es fijo sino variable. La mayor parte de los pacientes pueden conseguir
la seroconversion de HBeAg, asi como la supresion del ADN-VHB, por lo que entran
en la fase de infeccion teniendo HBeAg negativo“”. Sin embargo, algunos de ellos
pueden dejar de controlar el VHB y progresar a la fase de hepatitis cronica por VHB

con HBeAg positivo durante muchos afios.
Fase 3: Infeccién crénica por VHB con HBeAg negativo

Anteriormente, la infeccion cronica por VHB con HBeAg negativo era llamada
“portador inactivo”, y destaca por la presencia de anti-HBe, ADN-VHB indetectables
0 bajos (< 2.000 IU/ml) y ALT normal, de acuerdo con los valores de corte
tradicionales*”. Sin embargo, algunos pacientes en esta fase pueden tener niveles de
ADN-VHB mayor de 2.000 IU/ml (generalmente < 20.000 Ul/mL), acompariado de
ALT persistentemente normal y solo una actividad necroinflamatoria hepatica minima
y fibrosis baja®”. Estos pacientes tienen un bajo riesgo de progresion a cirrosis 0 CHC
si permanecen en esta fase, pero puede ocurrir una progresion a hepatitis B crénica

(HBC), generalmente en pacientes con HBeAg negativos.
Fase 4: Hepatitis cronica por VHB con HBeAg negativo

Esta fase destaca por la falta de HBeAg en el suero, generalmente con anti-HBe
detectable, y niveles moderados a altos persistentes de ADN del VHB en suero (a
menudo mas bajos que en los pacientes con HBeAg positivos), asi como valores de
ALT fluctuantes o persistentemente elevados”. La histologia del higado muestra
necroinflamacion y fibrosis. La mayoria de estos sujetos albergan variantes del VHB
en las regiones de precore y/o promotor del nicleo basal que deterioran o anulan la

expresion de HBeAg®“).
Fase 5: Fase negativa para HBsAg

Esta fase se caracteriza por un HBsAg negativo y anti-HBc positivo en el suero,

ya sea con 0 sin anticuerpos detectables contra HBsAg. También es conocida por
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“infeccion oculta por VHB”. Los pacientes en esta fase tienen valores normales de ALT

y ADN del VHB no detectable por lo general, pero no siempre“?,
1.9.2. Zona gris (ZG)

La mayoria de los pacientes caen en una de estas fases descritas anteriormente,
pero algunos individuos lo hacen en una “zona gris” indeterminada, cuyos niveles
séricos de ADN-VHB y ALT no encajan bien en las fases descritas, y en donde la
decision de tratamiento debe ser individualizada®”. Bonacci y colaboradores
describieron una “zona gris” situada entre la infeccion cronica con HBeAg negativo y
hepatitis cronica con HBeAg negativo, debido a que los niveles de ADN-VHB y ALT
pueden fluctuar con el tiempo, dificultando una clasificacion precisa de la situacion
clinica del paciente®D. Yao®® subdividié a los pacientes que estarian en la zona gris en
cuatro categorias, segun el estado diferente de HBeAg, ALT y los niveles de ADN-VHB,
de acuerdo con guia de hepatitis B de la Asociacion Americana para el Estudio de
Enfermedades del Higado (AASLD) de 2018): zona gris A (ZG-A): HBeAg positivo,
niveles normales de ALT y ADN-VHB en suero < 10° UI/mL; zona gris B (ZG-B):
HBeAg positivo, niveles elevados de ALT y ADN-VHB en suero <2 x 10* UI/mL; zona
gris C (ZG-C): HBeAg negativo, niveles normales de ALT y ADN-VHB en suero > 2
x 103 UI/mL; zona gris D (ZG-D): HBeAg negativo, niveles elevados de ALT y ADN-
VHB en suero < 2 x 10° UI/mL (ULN de ALT fue de 25 U/L para mujeres y 35 U/L
para hombres). Yao®? sugiere que existe un alto riesgo de fibrosis hepatica avanzada o
cirrosis en pacientes con ZG-B, ademads, edad avanzada, estado de HBeAg positivo y
niveles altos de ALT eran factores de riesgo independientes en pacientes con HBC-ZG.

En la actualidad, la decision de la terapia antiviral, la gravedad de la lesion
hepatica y el pronoéstico realizado a largo plazo de los pacientes que caen en la ZG
siempre ha sido controvertido. La mayoria de los pacientes en zona gris tienen una
historia natural benigna con un buen pronostico a largo plazo y no se requiere
tratamiento. Entonces, en estos casos, es necesario decidir cual de estos pacientes puede

necesitar evaluaciones invasivas de la enfermedad hepdtica y quién puede beneficiarse
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de la terapia antiviral. La presencia de fibrosis hepatica avanzada o cirrosis hepatica es
una indicacion de tratamiento y seguimiento urgentes del CHC, que es de gran
importancia para tratar y manejar la HBC. Dado que esta es una condicioén dindmica, se
recomienda un seguimiento clinico y virologico a largo plazo para los pacientes con
HBC-ZG, especialmente los de edad avanzada, HBeAg positivo y mayor ALT, quienes

podrian tener un mayor riesgo de enfermedad avanzada.

Historia natural y valoracion de pacientes con infeccion

cronica por el VHB

Marcadores del VHB Enfermedad del higado

o : isauirticon
HBsAg Parametros bioquimicos: ALT

Marcadores de fibrosis.
HBeAg / anti-HBe ® Marcadores no invasivos de
fibrosis o biopsia hepatica en

AND-VHB
casos seleccionados.
HBeAg positivo HBeAg negativo
Infeccion crénica  Hepatitis cronica Infeccion cronica  Hepatitis crénica
HBsAg Alto Intermedio alto Bajo Intermedio
HBeAg Positivo Positivo Negativo Negativo
AND-VHB > 107 Ul / mL 10*-107 Ul / mL <2.000 Ul / mL®°° >2.000 Ul /mL
ALT Normal Elevado Normal Elevado®
Enfermedad . - )
: Ninguno / minimo Severo / moderado Ninguna Severo / moderado
hepatica
Terminologia Inmune tolerante Inmune reactivo con Portador inactivo Hepatitis cronica con
antigua HBeAg positivo HBeAg negativo

Nota: *: De forma persistente o intermitente. °°: Los niveles de ADN-VHB pueden estar entre 2.000 y 20.000 Ul / mL

en algunos pacientes sin signos de hepatitis cronica.

Figura 7. Historia natural y evaluacion de pacientes con infeccion cronica por el VHB.

Fuente: Journal of Hepatology™”.
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1.10. Cuadro clinico de la hepatitis B

1.10.1. Hepatitis aguda

Las manifestaciones de la hepatitis aguda pueden aparecer en varios estados. De
este modo, podemos verla como una hepatitis anictérica y subclinica, como una
hepatitis ictérica aguda grave o, incluso, con fallo hepatico agudo. Las infecciones
agudas van precedidas de un periodo prodromico de 2 - 4 semanas, con fiebre, artralgias,
mialgias, artritis y exantema cutdneo. Después, aparece el cuadro de hepatitis aguda
con aumento de las transaminasas y un cuadro gripal con sintomas inespecificas. Un
numero bajo de pacientes desarrolla ictericia, asociada siempre a orina de color oscuro,
junto a alto nivel de bilirrubina durante dias o meses. En algunos casos, se presenta una
leve hepatomegalia dolorosa, y en pocos casos, adenopatias o esplenomegalia. En el
estudio analitico, lo mas notorio es el aumento de ALT. Los sintomas clinicos y la
ictericia generalmente desaparecen en 1 a 3 meses, aunque algunos enfermos continian
con fatiga prolongada incluso después de que se hayan normalizado las concentraciones
séricas de ALT. Los niveles de ALT y HBsAg suelen disminuir simultaneamente, y en
alrededor del 80% de los casos, el HBsAg deja de detectarse a las 12 semanas del
comienzo de la enfermedad®. La mayoria de los pacientes adultos se cura de forma
espontanea, y su cuadro clinico agudo y la ictericia queda resuelta en un periodo que

va de 1 a 4 meses.
1.10.2. Hepatitis B crénica

La HBC se trata de la persistencia del VHB a lo largo de, al menos, 6 meses. Es
habitual que no haya antecedentes de una hepatitis aguda. Tiene la particularidad de
que el sujeto afectado con HBC puede no manifestar ningn sintoma durante muchos
afios. No obstante, cuando existen, es la fatiga la que normalmente suele predominar
sobre las demas manifestaciones generales, tales como anorexia y malestar. En algunos
casos, es normal que exista dolor en el hipocondrio derecho, aunque de leve intensidad.
La exploracion puede ser normal, aunque a veces puede detectarse
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hepatoesplenomegalia. Las pruebas de laboratorio pueden ser normales o ligero
aumento de las transaminasas en los pacientes asintomaticos. En fases de exacerbacion
antes de la seroconversion con aparicion de Anti-HBe, los valores de las transaminasas

aumentan, sobre todo la ALT.
1.10.3. Manifestaciones extrahepaticas

En pocos casos, alrededor del 10 - 20% de los pacientes aparecen manifestaciones
extrahepaticas de la hepatitis B®®. Efectivamente, a veces no son faciles de detectar,
ya que pueden ser atipicas y no mostrar relacion temporal clara con los sintomas de la
hepatitis. La patogénesis de estas alteraciones extrahepaticas no esté del todo clara. Sin
embargo, las teorias que mas se aceptan son las siguientes: formacién local de
inmunocomplejos inducidos por los antigenos virales; presencia de autoanticuerpos
circulantes con formacion y dep6sito de inmunocomplejos; desarrollo de una reaccion
viral directa en sitios extrahepaticos y, finalmente, autoanticuerpos generados por el
virus (que reaccionan contra antigenos tisulares)®®. Entre las principales
manifestaciones extrahepaticas se encuentran las siguientes: glomerulonefritis,

poliarteritis nudosa (PAN), crioglobulinemia mixta esencial y polimialgia reumatica.

Asi pues, la glomerulonefritis membranosa y membranoproliferativa son mas
frecuentes en aquellos pacientes que sufren infeccion cronica por el VHB.
Normalmente, aparece como sindrome nefrdtico. En la biopsia renal se encuentra un
deposito de complejos inmunitarios e, incluso, citoplasmaticas en la membrana basal
de los glomérulos. El diagndstico suele basarse en pruebas seroldgicas relacionadas con
antigenos o anticuerpos del VHB, presencia de glomerulonefritis por complejos
inmunitarios en una biopsia renal o demostracion con técnicas de inmunohistoquimica
de deposito glomerulares de uno o varios antigenos del VHB, tales como HBsAg,
HBcAg o HBeAg. El prondstico es variable dependiendo de la edad del paciente. En el
95% de los nifios, es una condicidon autoresolutiva. Sin embargo, en los adultos se da
una situacién muy diferente, ya que el 25% de ellos progresa a falla renal avanzada(?.

El tratamiento que se elige en estos casos son los analogos de los nucledtidos (ANs).
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La PAN, da nombre a la vasculitis sistémica que actta sobre arterias de pequefio
y mediano calibre, con elevada morbimortalidad. Sus sintomas son artralgia,
mononeuritis, fiebre, dolor abdominal, hipertension, nefropatia, alteraciones del
sistema nervioso central (SNC), asi como erupcion. Los pacientes, a nivel
dermatoldgico, pueden sufrir purpura palpable en extremidades inferiores, que puede
convertirse en Ulceras grandes. A veces, se asocia con nddulos subcutaneos dolorosos,
asi como con livedo reticularis®®. Sin embargo, no se ha visto correlacion entre la
gravedad de la hepatopatia y la vasculitis, por lo que se utilizan para su tratamiento
antiviricos, ya sean solos o bien combinados con plasmaféresis, porque los esteroides

tienen la capacidad de mejorar la PAN, pero normalmente agravan la hepatitis.

La crioglobulinemia mixta esencial da nombre a una enfermedad sistémica que
predomina en la infeccion crénica por el VHC. Su prevalencia es de 1% a 15% en
pacientes con el VHB®®, Se manifiesta a través de artralgias, lesiones purpdricas y
debilidad y, con menos frecuencia, por medio de glomerulonefritis, compromiso
pulmonar, neuroldgico, y vasculitis generalizada. Sin embargo, normalmente aparece
con sintomas leves o, incluso, asintomatica®. De todas formas, el interferon es

utilizado con éxito en la crioglobulinemia sintomética asociada a la HBC.
1.10.4. Cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular

Normalmente, la infeccién cronica no controlada por el VHB puede progresar a la
cirrosis y CHC. En ausencia de tratamiento antiviral, la cirrosis anualmente incide del
2% al 6% en la hepatitis B cronica con HBeAg positivo, y del 8% al 10%, si el HBeAg
es negativo®. El riesgo anual de progresion de cirrosis compensada a descompensada
es del 3% al 5%, mientras que solo el 14% a 35% de los pacientes con cirrosis
sobreviven tras 5 afios de cirrosis. Una vez desarrollada esta enfermedad, se puede
manifestar de esta manera: hipertrofia de parétidas, apariciobn o empeoramiento de la
ictericia, ascitis que se observara de diferentes grados, nevus en arafia de predominio
en torax, circulacion colateral, edema de miembros inferiores, distribucion ginecoide

del vello®. En estudios complementarios, también se ha visto que pueden aparecer
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hipoalbuminemia, trombocitopenia, hiperbilirrubinemia y prolongacién del tiempo de
protrombina, en donde van a aumentar las inmunoglobulinas cuando se manifiestan
formas avanzadas.

El VHB provoca el 80% de los CHC en zonas de alta endemicidad. El riesgo
de desarrollar un CHC en los pacientes portadores del VHB, segin demuestran los
estudios epidemioldgicos, se incrementa debido a una serie de factores como los que
siguen: sexo masculino, edad avanzada (relacionado con un largo periodo de infeccion
por el VHB), raza (asiatico o africano), grado de la enfermedad (cirrosis), exposicion a
aflatoxinas, historia familiar de CHC, la coinfeccion con el VHC y el VHD, consumo
de alcohol y/o tabaco, y mas recientemente, la presencia del HBeAg.

La incidencia anual de CHC en pacientes no cirréticos es de aproximadamente
0,5% a 1,0%%, mientras que en pacientes cirroticos, la incidencia anual de CHC
aumenta a 3 - 6%®%. Ultrasonidos, resonancia magnética (RMN) y tomografia axial
computarizada (TAC) son los métodos que se utilizan para diagnosticar CHC. La
prueba de alfa-fetoproteina (AFP) también se usa actualmente como biomarcador
diagnostico, aunque tiene sensibilidad y especificidad bajas. Como opciones
terapéuticas de primera eleccion, el trasplante hepatico y la reseccion quirurgica son las

mas utilizadas.
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1.11. Métodos diagnosticos de la hepatitis B

La clinica de la infeccion por el VHB no es patognomonica, por lo tanto, el

diagndstico se deben usar marcadores seroldgicos, viroldgicos e histologicos.
1.11.1. Marcadores seroldgicos

El diagnostico seroldgico de la hepatitis B pone su foco en detectar el HBsAg, de
forma que su positividad debe poner en marcha un estudio de valoracion de la
replicacion viral y del dafio hepatico, encaminado a seleccionar la mejor opcién
terapéutica antiviral. Asi también, podemos confirmar la curacion exitosa de la
infeccion en pacientes portadores de anticuerpo contra el antigeno de superficie del
virus de hepatitis B (Anti-HBs) o vacunacion contra la hepatitis B. La presencia del
anticuerpo contra el antigeno core del virus de hepatitis B (Anti-HBc) de la clase IgM
normalmente viene interpretdndose como indicador de una reciente infeccion. De todas
formas, en ocasiones también se detecta en la infeccion crénica con replicacion viral.
El sello distintivo de la exposicion previa al VHB esta relacionado con la presencia de
anti-HBc de la clase 1gG, la cual persiste en el VHB agudo y crénico resuelto. El
HBeAg es una proteina virica soluble que se encuentra en el suero de las fases primeras
de la infeccion aguda provocada por el VHB. Asi pues, la presencia de HBeAg en el
suero de un portador de HBsAg es un signo de mayor infectividad, un alto grado de
replicacidn virica, en el que hay un elevado riesgo de que exista enfermedad hepatica y
que, por tanto, se necesite instaurar un tratamiento antivirico. Sin embargo, el que no
esté presente no quiere decir que el virus no esté presente, debido a que pueden hallarse
formas de HBC con HBeAg negativo. La presencia del anticuerpo contra el antigeno
“e” del virus de hepatitis B (Anti-HBe) indica baja infectividad y baja replicacion viral.
Sin embargo, la seroconversion anti-HBe no es un signo de que el paciente haya
mejorado, ya que en ocasiones es producto de la seleccion de mutantes Pre-C del VHB,

asociados a una replicacion virica alta.
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1.11.2. Marcadores viroldgicos

El ADN-VHB no solo es un marcador sensible y especifico para la replicacion del
VHB, sino que también es una parte importante de la evaluacion del efecto de la terapia
antiviral de HBC. Por lo general, los portadores inactivos tienen un nivel de ADN-VHB
< 2.000 UI/mL, los pacientes con HBC inmunoactiva tienen un nivel de ADN-VHB >
20.000 Ul/mL y los HBC con HBeAg negativos tienen niveles mas bajos que los
positivos. Los niveles de ADN-VHB de algunos HBC fluctian mucho y pueden pasar
de indetectables a > 2.000.000 UI/mL?. Por lo tanto, la monitorizacioén continua de
los niveles de ADN-VHB es mas importante que cualquier valor de corte arbitrario para

predecir y determinar la necesidad de tratamiento.
1.11.3. Marcadores histolégicos

El método con mdas fiabilidad para conocer el grado de actividad
necroinflamatoria y de fibrosis hepatica es, sin duda, la biopsia hepatica, aunque se trata
de una técnica invasiva y que puede ocasionar complicaciones. El Dr. Peter Scheuer
planted un sistema simplificado de puntuacion para valoracion de las hepatitis cronicas,
el cual es ampliamente usado tanto en Europa como en Estados Unidos(7?).

La infeccion crénica por el VHB esta caracterizada por una infiltracion de los
espacios portales por células mononucleares. Normalmente, la inflamacion periportal
ocasiona la rotura de la lamina limitante de los hepatocitos. Hay presencia de
hepatocitos en vidrio esmerilado, que viene a ser la Unica manifestacion histologica
visible con microscopia optica especifica de la HBC. Se puede apreciar que se han
acumulado particulas de HBsAg de 20 a 30 nm de didmetro, concretamente en el
reticulo endoplasmico dilatado’®. Debido a las elevadas concentraciones de cisteina en
el HBsAg, estas células tienen una gran afinidad por determinados colorantes, por lo
que la inmunofluorescencia es muy Util en estudio histologico. Durante los periodos de
intensa actividad hepatica, no es dificil observar el antigeno central tefiido en el
citoplasma de los hepatocitos. Tras el tratamiento satisfactorio, la tincién citoplasmatica

del antigeno central normalmente desaparece, aunque su tincion nuclear es posible que
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se mantenga. Esto es sefial de que persiste un molde de ADNccc del VHB.
1.11.4. Marcadores subrogados del ADNccc intrahepatico

El ADNcce se encuentra principalmente en los hepatocitos, siendo la forma
gendmica clave como responsable de la persistencia de la infeccion. Por lo tanto, la
monitorizacién dinamica del nivel de ADNccc intrahepatico deberia ser atil para
evaluar con precision la eficacia de la terapia antiviral, asi como el riesgo de progresion
de la enfermedad. La biopsia hepética es actualmente el estdndar de oro para la
replicacion intrahepética. Sin embargo, debido a la naturaleza invasiva del
procedimiento y el potencial de error de muestreo, la biopsia hepatica dinamica no se
tolera bien, lo que limita en gran medida el uso de ADNccc intrahepético en la préctica
clinica. Se necesita, pues, seguir investigando en marcadores convenientes no invasivos
que sean utiles para reflejar el nivel de ADNccc intrahepatico. La cuantificacion de
HBsAg (qHBsAg) y el antigeno relacionado con el core del VHB (HBcrAg) y ARNpg-
VHB se han propuesto como biomarcadores subrogados establecidos, los cuales van a

reflejar la actividad del ADNccc intrahepético.
1.11.4.1. qHBsAg

La qHBsAg es una herramienta establecida no invasiva, utilizada para determinar
la actividad de ADNccc intrahepatico. Aunque qHBsAg refleja ADNccc y niveles de
ADN intrahepatico, también mide el HBsAg que surge del ADN integrado, reduciendo
asi su especificidad como biomarcador para la replicacién viral®. Brunetto y sus
colegas demostraron que los genotipos del VHB pueden afectar a los niveles
cuantitativos de HBsAg (mas altos para genotipo A) y su cinética’®. Los niveles de
qHBsAg también se pueden utilizar para hacer una distincion entre los portadores
inactivos de HBsAg y los sujetos que sufran hepatitis B cronica con antigeno “e”
negativo. Brunetto demostré que los niveles de HBsAg eran significativamente mas
bajos en los portadores inactivos’®. La qHBsAg en pacientes no tratados, puede servir

para identificar la fase de la enfermedad, asi como predecir la posible eliminacion sérica

de HBsAg vy el riesgo de complicaciones relacionadas con el higado’”. De manera
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similar, en pacientes tratados con terapia antiviral, qHBsAg es mejor para predecir la
respuesta al tratamiento antiviral y proporciona una regla de interrupcion, que
actualmente es la indicacion mas fuerte para la medicion cuantitativa de HBsAg en

suero!’?,
1.11.4.2. HBcrAg

El HBcrAg consta de tres especies de proteinas relacionadas que comparten una
secuencia idéntica de 149 aminoacidos: HBcAg, HBeAg y una proteina prenucleo
truncada de 22 kDa. El HBcrAg puede representar un marcador sustituto util no solo
para el nivel de ADNccc intrahepatico, sino también para su actividad transcripcional.
Los estudios muestran que el HBcrAg exhibi6 una buena correlacion con el ADNcce
intrahepatico, el ADN-VHB y qHBsAg®. El HBcrAg puede ser detectable en
situaciones donde los niveles de ADN-VHB en suero se vuelven indetectables o se
alcanza la pérdida de HBsAg. Es un buen marcador sustituto del ADNccc intrahepatico
para individuos con HBeAg positivo, como con HBeAg negativo. Los niveles séricos
de HBcrAg varian significativamente dependiendo de las fases de la infeccion por el
VHB en las que se encuentren. Este marcador es ttil para diferenciar la hepatitis cronica
con HBeAg negativa de la infeccion cronica con HBeAg negativa, prediciendo la
seroconversion de HBeAg espontdnea o inducida por el tratamiento, respuesta
sostenida a los ANs, riesgo de reactivacion del VHB en la infeccion oculta por el VHB
bajo terapias inmunosupresoras y riesgo de desarrollo de CHC, asi como la recurrencia

postoperatoria de CHC®,

1.11.4.3. ARNpg-VHB sérico

El ARN-VHB en suero, particularmente el ARNpg, es la medida mas directa de la
actividad transcripcional del ADNccc, en donde los datos recientes muestran que los
niveles de ARNpg-VHB en suero se correlacionan con ARNpg-VHB intrahepatico y
ADNccc intrahepatico’. En segundo lugar, la evidencia creciente respalda las

correlaciones de ARNpg-VHB en suero con el HBsAg y HBcrAg en suero y con el
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ADN-VHB antes del tratamiento®”. Ademaés de los marcadores replicativos virales
intrahepaticos, el ARNpg-VHB en suero se correlaciond con la lesion hepética o la
histopatologia. Wang y colaboradores demostraron que el ARNpg-VHB en suero podria
servir como un marcador sustituto clinico Util para estimar la actividad intrahepatica de
las moléculas de ADNcce que persisten en pacientes infectados con VHB®D. El
ARNpg-VHB en suero puede servir como marcador sustituto de la actividad del

ADNcce en pacientes con supresion viral que reciben terapia de ANs®?),
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1.12. Tratamiento de la hepatitis B

1.12.1. Objetivos del tratamiento

La curaciéon de la infeccion con la eliminacion de todas las formas del VHB
potencialmente replicantes es el objetivo final del tratamiento, lo que es dificil de lograr
con la terapia antiviral actual, a causa de que persiste el ADNccc en el nucleo de los
hepatocitos. Asi pues, el objetivo principal del tratamiento no puede ser otro que la
mejora de la supervivencia y de la calidad de vida del paciente, previniendo la
progresion de la enfermedad y, en consecuencia, el desarrollo de CHC“?. Una “cura
funcional” definida como la pérdida o seroconversion de HBsAg y la supresion
sostenida del ADN-VHB es, para nosotros, un objetivo realista y puede lograrse en una
proporcion de pacientes elegibles con HBC mediante la optimizacion de estrategias
antivirales®®. Otros objetivos secundarios de la terapia antiviral son los siguientes:
prevenir la transmision de madre a hijo, reactivar la hepatitis B, prevenir y tratar las

manifestaciones extrahepaticas asociadas al VHB.
1.12.2. Indicaciones del tratamiento

La hepatitis B aguda no necesita un tratamiento especifico, debido a que la
mayoria de los pacientes se recupera de manera espontanea, sin que le queden secuelas.
EIHBC, sin embargo, necesita de un tratamiento, con el fin de evitar un dafio progresivo
del higado. Segin guias de practica clinica de EASL 2017“7, las principales
recomendaciones para el tratamiento son las siguientes: (1) todas HBC con HBeAg
positivo o negativo (definidas como: ALT > ULN (~40 1U/L), ADN-VHB > 2.000
IU/mL), en donde exista, al menos, actividad necroinflamatoria y/o fibrosis moderadas
necesitan tratamiento; (2) sujetos con cirrosis compensada o descompensada requieren
tratamiento, con cualquier nivel detectable de ADN-VHB e independientemente de los
niveles de ALT; (3) pacientes con ADN-VHB > 20.000 UI/mL y ALT > 2 x ULN debe
comenzar el tratamiento, sin que se atienda al grado de fibrosis en el que se encuentren.
Las guias de la AASLD de 2018 recomendaron utilizar los niveles de ALT de 35 U/L
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para hombres y 25 U/L para mujeres como ULN, en lugar de ULN de laboratorio local
para guiar el inicio del tratamiento antiviral en pacientes con HBC no cirroticos®?. Para
los pacientes HBsAg positivo con cirrosis descompensada, las directrices de la AASLD
de 2018 recomiendan una terapia antiviral indefinida, independientemente del nivel de
ADN-VHB, el estado de HBeAg o el nivel de ALT, con el fin de disminuir el riesgo de
empeoramiento de las complicaciones relacionadas con el higado®®. Debe notarse que
la HBC es una enfermedad dinamica y las personas con HBC pueden hacer la transicion
a través de diferentes fases con niveles variables de antigenos del VHB, ADN-VHB y
ALT; por lo tanto, se requieren pruebas en serie para asignar fase de infeccion y/o

necesidad de tratamiento(®® (Figura 8).
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Figura 8. Algoritmo para el tratamiento de la infeccion por VHB.

Fuente: Journal of Hepatology™.
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1.12.3. Farmacos antivirales actuales
1.12.3.1. Interferon

El interferén o (IFNa) fue el primer farmaco que se us6 para tratar HBC. Interferon
no ha ocasionado resistencias, a diferencia de los ANs, y tiene propiedades
inmunomoduladores directas. Por otro lado, se consigue potenciar la expresion del
antigeno HLA de clase I en la superficie de los hepatocitos infectados y, por tltimo, con
interferon se logra aumentar la actividad de los LTC CD8+. Desde un punto de vista
fisico, y con el fin de reducir la cantidad de ADNccc del VHB, estos efectos son
relevantes. Cuando se suspende, provoca que la recidiva sea habitual en pacientes con
HBeAg negativo. Actualmente, la forma pegilada de IFN (peg-IFN) ha sustituido a la
convencional. Esto es debido a la mayor comodidad de administracion, al deberse tomar
solo una vez a la semana; asi como a la ausencia de resistencias y a una mayor
posibilidad de pérdida de HBsAg®¥.

Las ventajas del interferon son las siguientes: no conlleva la seleccion de mutantes
resistentes; normalmente, se logra una respuesta virologica sostenida después del
tratamiento con seroconversion a anti-HBe y anti-HBs, y, finalmente, posee una
duracién determinada. Entre los principales inconvenientes, se encuentran los
siguientes: se utiliza por via subcutanea y posee numerosos y frecuentes efectos
secundarios, como son: aumento de la concentracion de anticoagulantes, teofilina y
zidovudina; suele interactuar con psicofarmacos, posibilidad de que ocasione sintomas
pseudogripales e infiltrados pulmonares, neutropenia, trombopenia y depresion. No esta
recomendado cuando existe insuficiencia hepatica, renal o cardiaca, ni tampoco cuando
el paciente sufre de alteraciones de médula dsea, epilepsia, hepatitis autoinmunes,
hipertiroidismo no controlado, embarazo, enfermedad cerebral o hepatitis acompanada

de una cirrosis avanzada y descompensada.
1.12.3.2. Analogos de nucledtidos

Actualmente, hay seis ANs aprobados para el tratamiento antiviral con HBC:
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adefovir dipivoxil (ADV), lamivudina (LAM), entecavir (ETV), tenofovir disoproxil
fumarato (TDF), telbivudina (LdT), y tenofovir alafenamida (TAF). Los ANs no solo
son capaces de inhibir la actividad de la transcriptasa inversa del VHB, sino que
también compiten con los sustratos de nucleétidos naturales para su incorporacién en
la cadena de ADN alargado; por lo tanto, interrumpen la sintesis de ADN del VHB®,
La terapia de AN a largo plazo puede disminuir el conjunto de ADNccc de hepatocitos
infectados al inhibir el reciclaje de las nucleocéapsides; sin embargo, no tienen la
capacidad de prevenir que se forme ADNccc cuando se encuentran en fase inicial en
los hepatocitos infectados recientemente®®),

Estos farmacos tienen multitud de ventajas, como el administrarse por via oral, la
no presencia de efectos adversos relevantes y su excelente perfil de seguridad. Todo
ello posibilita su uso de forma prolongada, en mayoria de los pacientes, es decir los que
tienen HBC asintomatica y los que sufren cirrosis hepatica compensada y
descompensada®”. Sin embargo, estan limitados a causa de la emergencia de cepas del
VHB con mutaciones asociadas con resistencia a estos farmacos, los cuales
normalmente son frecuentes cuando el tratamiento es prolongado®”. Asi pues, en
estudios se ha visto que para los sujetos que presentan cepas del VHB resistentes al
tratamiento, hay mas probabilidad de que progrese la enfermedad hepatica, asi como

mas riesgo de que presenten ciertas complicaciones®®.
1.12.4. Nuevas estrategias para el tratamiento del VHB

Aunque los medicamentos antivirales actuales pueden suprimir el ADN-VHB a
niveles indetectables, tienen poco efecto sobre el nivel y la actividad del ADNccc
dentro de los hepatocitos infectados. Por lo tanto, se necesitan nuevos farmacos
terapéuticos, ya sea dirigidos a diferentes pasos del ciclo de vida del VHB o la

modulacion del sistema inmunitario del huésped.
1.12.4.1. Nuevos medicamentos dirigidos al ciclo de vida del VHB

1.12.4.1.1. Inhibidores de entrada del VHB
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Myrcludex B y ciclosporina A (CsA) son dos nuevos farmacos que estan
desarrollando, y dirigidos al receptor de entrada viral NTCP. Myrcludex B se trata de
un lipopéptido sintético, que se deriva del dominio preS1 del VHB. Al unirse al NTCP,
el Myrcludex B no solo previene eficazmente la propagacion del VHB entre las células
intrahepaticas, sino que también puede dificultar la amplificacion del grupo de ADNccc
intrahepatico en los hepatocitos infectados®. Los analogos de CsA, un péptido no
ribosomico ciclico, pueden inhibir potencialmente la actividad transportadora de NTCP,

blogueando asi entrada de VHB en los hepatocitos®?.
1.12.4.1.2. Destruccion de ADNccc por edicion genémica

Actualmente, varias tecnologias de edicién genémica, incluyendo las nucleasas de
dedo de zinc (ZFN), efector similar a un activador de la transcripcion nucleasas
(TALEN) y sistema de CRISPR / Cas, se han utilizado para interrumpir el ADNccc del
VHB.

Los dedos de zinc son abundantes proteinas de mamiferos multifuncionales que se
producen naturalmente como factores de transcripcion. Al explotar el objetivo
especifico de los tripletes de nucledtidos de dedos de zinc individuales, estas proteinas
pueden ser disefiadas para formar matrices con propiedades de union al ADN
definidas®?. Los ZFN anti-VHB se describieron en un experimento de prueba de
concepto en el que el 36% de las secuencias virales derivadas de plasmidos se
interrumpieron en un modelo de cultivo viral de replicacion viral®®. Weber y
colaboradores disefiaron tres ZFN dirigidos a la polimerasa del VHB, el gen X y el
nlcleo, y los entregaron a las células HepAD38 mediante vectores virales adeno-
asociados y autocomplementarios, respectivamente®®. Descubrieron que estos ZFN
dirigidos al VHB producian una supresion sostenida de los niveles del VHB durante el
transcurso del experimento.

Los TALEN comprenden un dominio de nucleasas Fok1 no especifico fusionado
a un dominio de unién a ADN especifico de secuencia personalizable®?, el cual se

puede disefar facilmente para atacar e interrumpir esencialmente cualquier secuencia
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de ADN especifica. Se ha informado que los TALEN que se dirigen a sitios especificos
del VHB dentro del genoma viral condujeron a la interrupcion dirigida de
aproximadamente el 31% del ADNccc en las células HepG2 y la replicacion viral
reducida en el modelo murino de replicacion del VHB sin toxicidad evidente®>.

El sistema CRISPR / Cas se deriva del sistema inmune adquirido de bacterias y
arqueas contra la invasion de ADN extrafio a través de la escision de ADN guiada por
ARN. Recientemente, varios estudios han demostrado que el sistema CRISPR / Cas
puede interrumpir o inactivar el ADNcce del VHB y los genomas del VHB integrados®®
. Li et al. demostraron que los sistemas CRISPR / Cas9 especificos del VHB
provocaban de manera eficaz la destruccion del ADNcce en lineas celulares estables
del VHB®®.

Aunque la edicion del genoma sigue siendo un area de investigacion muy activa,
existen varias advertencias y limitaciones. Por ejemplo, necesita ser consciente de los
riesgos de los efectos fuera del objetivo (off-target effects); necesita hacer mayor fuerza
para favorecer el sistema CRISPR / Cas9 se dirige a la orientacion directa al ADNccc;

necesita ensayos confiables y convenientes para la cuantificacion de alto rendimiento

del ADNccc, entre otras.

1.12.4.1.3. Control epigenético de ADNccc del VHB

La epigenética hace referencia al estudio de los mecanismos que son capaces de
regular la expresion de los genes, sin la presencia de una modificacion en la secuencia
del ADN. Las modificaciones epigenéticas del ADNccc del VHB, tal y como ocurre en
la metilacion del ADN vy la acetilacion de histonas, poseen un papel relevante en el
control de la replicacion del VHB, por el hecho de que suprimen la transcripcion del
ADNCccc a los ARNm virales.

La transcripcion del ADNccee del VHB se regulé mediante la metilacion de CpG
durante la infeccién cronica por el VHB®). Se ha demostrado que la metilacién de la
isla II de CpG disminuye significativamente la transcripcion del ADNccc y la posterior

replicacion del ADN del nucleo viral, mientras que la metilacion de la isla III de CpG
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se ha asociado con titulos bajos de HBsAg en el suero®”.

La replicacion del VHB también estd regulada por el estado de acetilacion de la
histona 3 y la histona 4 ligadas al ADNccc del VHB. La curcumina puede inhibir la
replicacion del VHB mediante la regulacion por disminucion de la acetilacion de la
histona unida a ADNccc'%?. Ademas, se encontré que las mutaciones del promotor del
nlcleo basal inhiben la replicacion viral mediante la modulacion de la acetilacion y
desacetilacion de histonas unidas a ADNcce, mientras que se ha demostrado que las

mutaciones precore no tienen efecto sobre la replicacion viral!°b.
1.12.4.1.4. Anti-VHB siARN y microARN

Los ARNSs interferentes pequefios (SIARN) son una herramienta poderosa en el
silenciamiento génico. Varios medicamentos basados en SIARN contra el VHB se
prueban actualmente en ensayos clinicos. ARC-520 es un farmaco de siARN, dirigido
directamente a secuencias conservadas entre diferentes cepas del VHB!%Y. La
transfeccion con ARC-520 puede reprimir significativamente el ARN viral, las
proteinas y el ADN en los hepatocitos humanos que replican el VHB y los ratones
transgénicos del VHB!9),

Los microARNs (o miARNSs) son, concretamente, ARN pequefios, no codificantes,
que tienen la funcion de regular la expresion génica, mediando la degradacion de otros
ARNmMm dianas. Los miARNSs, a su vez, destacan por participar en procesos biologicos
cruciales, en donde se incluyen el desarrollo, la diferenciacion, la apoptosis vy,

finalmente, la proliferacion celular'%%,

Los miARNs tienen una secuencia muy
conservada entre especies y estan frecuentemente desregulados en las enfermedades
humanas, lo que sugiere que pueden ser dianas terapéuticas para el tratamiento de
dichas enfermedades. Las estrategias farmacoldgicas desarrolladas tienen como
objetivo modular la expresion de los miARNs para restaurar los niveles de expresion
fisiologicos, consiguiendo asi restaurar su funcién y recuperando una correcta

regulacion de sus genes diana. Para ello, se han desarrollado moléculas sintéticas que

aumentan o disminuyen los niveles de miARNs. La primera aproximaciéon es el
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restablecimiento de la funcion del miARN con moléculas sintéticas de doble cadena
denominados mimics, ya que mimetizan el miARN. La segunda aproximacion es la
inhibiciébn de la funcion del miARN usando oligonucledtidos de secuencia
complementaria denominados anti-miR. Por ejemplo, Huang demostré que miR-130a
puede inhibir la replicacion de VHB y la expresion génica mediante el receptor de
peroxisoma proliferador activado gamma (PPARY) and coactivador del receptor gamma
1-alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PGCla)'%¥. Estos dos factores
pueden estimular respectivamente la transcripcién potenciadora/promotora en células
de pacientes con hepatitis B. Se han reportado varios miARNs que pueden influir en la

replicacion del VHB (ver detalladamente en 2.4.).
1.12.4.1.5. Inhibidores de ensamblaje de capside

Los moduladores de ensamblaje de la capside (CAM) pueden interferir con la
capsidacion de ARNpg y la replicacion de ADN-VHB al transferir o acelerar la
formacion de estructuras similares a las capsides!. El estudio de perfiles antivirales
con BAY41-4109 (HAP) y JNJ-632 (SBA) en hepatocitos humanos primarios ha
revelado que las CAM no soélo inhiben la replicacion del VHB sino también la
transcripcion del ARN del VHB y la produccion de antigeno, lo que sugiere que las
CAM tienen un doble mecanismo de accidn, inhibiendo etapas iniciales y tardias del

ciclo de vida viral'%9),

1.12.4.2. Nuevos agentes que modulan la respuesta inmune del huésped

Los agentes terapéuticos inmunomoduladores en la inmunidad anti-VHB incluyen
agonistas TLR-7 y TLR-8, gen 1 inducible por acido retinoico / agonistas de la proteina
2 del dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos (RIG-I/NOD-2) e inhibidores
de muerte programada 1 (PD-1) y otros como IFN-A, IL-12, IL-21197,

Se demostré que el agonista TLR-7 GS-9620 provoca que se reduzca de forma
sostenida la carga viral del VHB y los niveles de HBsAg en suero, principalmente a

través de un mecanismo dependiente de IFN-a tipo I en los hepatocitos humanos'%®).
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El agonista TLR-8 GS-9688 induce una eficacia sostenida y una conversion serologica
de HBsAg en el modelo de marmota con hepatitis B cronica!®.

RIG-1 y NOD-2 funcionan como receptores de reconocimiento de patrones, los
cuales son capaces de reconocer los patrones caracteristicos de ARN extrafios, como
resultado de activar la via de sefializacion de IFN-a y la posterior induccion de citocinas
proinflamatorias*!?. El agonista RIG-1 SB 9200 (inarigivir) se trata de un nuevo
modulador oral, caracterizado por su inmunidad innata. Este modulador ha sido
investigado en un ensayo clinico multicéntrico de fase 11319,

El receptor de PD-1 es el receptor inhibidor mas altamente expresado en las células
T especificas del VHB, juntamente con el aumento de la expresién de PD-L1 en los
hepatocitos infectados con el VHB, probablemente contribuye al agotamiento de la T
células y los altos niveles de replicacion del VHB en pacientes con HBC*!2),
Nivolumab, que es un inhibidor PD-1, promoveria la proliferacién de células T
especificas de VHB, restaurando asi la funcion de las células T para controlar el

VHB(1),
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2. LOS MICROARNS

2.1. Descubrimiento y caracteristicas de los microARNs

Los microARNs son ARN que destacan por ser no codificantes y de pequefio
tamafio (18 - 25 nucledtidos de longitud), cuya funcion es regular la expresion génica
mediando la inhibicion de la traduccion del ARNm a proteina.

En 1993, los investigadores Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum
descubrieron miARN en Caenorhabditis elegans**4) . Observaron que lin-4, un gen que
operaba en el control del desarrollo de C. elegans, no codificaba proteina, pero, en
cambio, era capaz de producir dos ARNs pequefios: un ARN de aproximadamente 22
nucleotidos de longitud, correspondiente con el miARN maduro, asi como un segundo
de 61 nucleotidos, con forma de tallo-bucle (del inglés: stem-loop) en su estructura,
correspondiente al precursor del miARN maduro®), Cuando estos investigadores
aislaron el lin-4 no encontraron un ARNm, sino un ARN no codificante con
complementariedad de maltiples secuencias en la zona 3’- UTR (region no traducida)
del ARNm del gen lin-141'%_ Posteriormente, se ha demostrado que la regulacion por
medio de esta zona complementaria ocasiona que se disminuyan de las proteinas
productos del gen lin-14, sin que se llegue a modificar la cantidad de su ARNm. Estos
descubrimientos fueron capaces de apoyar el modelo en el que se unian a la regién 3’
UTR del gen lin-14 a los ARNs de lin-4, y esto sucedia con el fin de regular de manera
post-transcripcional el ARNm de lin-141'%, Posteriormente, en el afio 2000, fue
descubierto el segundo miARN, let-7, concretamente en nematodos*!®), Este
descubrimiento marcd la posibilidad de que estos miARNS estuvieran presentes en otras
especies distintas. Posteriormente, se tiene conocimiento de que la expresion de los
miARNS se puede utilizar especificamente en tejidos, en distintas fases del desarrollo e
incluso, son validos para el tratamiento. Por ello, existe cada vez hay mas interés por

su potencial utilizacion en la clinica.
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2.2. Biogénesis y mecanismo de accion de los microARNs

Los genes que tienen la facultad de codificar para los miARNSs estan ubicados
normalmente en el interior de los intrones de genes, que lo pueden codificar para
proteinas. No obstante, también se encuentran en zonas intergénicas o exdnicas**”. Los
miARNs maduros se trata de unas moléculas de ARN, caracterizados por tener una
doble cadena de 20 - 25nt de longitud y que poseen un grupo fosfato situado en el
extremo 5’, asi como otro hidroxilo ubicado en el extremo 3'. Su sintesis tiene lugar en
el nucleo de la célula y su maduracion comienza alli, completandose mas tarde en el

citoplasma, como se puede apreciar en el esquema presentado en la Figura 9.
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Figura 9. Biogénesis de los microARNS.
Fuente: James RB. Drug Discovery Today''®.
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Los genes de miARNS destacan por ser, en su mayor parte, transcritos por la ARN
polimerasa 1. En pocas ocasiones, sucede por la ARN polimerasa I11 19, Esto ocasiona
un transcrito primario, conocido por pri-miARN, caracterizado por poseer varias
kilobases de longitud y con una formacion estructural en forma de tallo-bucle. Es
posible que el pri-miARN contenga la secuencia de uno 0 mas miARNSs. En la primera
fase de maduracion se escinde la estructura en tallo-bucle del pri-miARN, debido a la
endonucleasa RNasa |11, conocida por Drosha®?®, la cual esta esta asociada con la
proteina DGCRS (en mamiferos), o bien por Pasha (en Drosophila y C. elegans)®?V,
Esto produce una estructura de mas o menos 65 nucle6tidos, que recibe el nombre de
pre-miARN. Mas tarde, el pre-miARN es remitido al citoplasma gracias a la exportina
5 (XPO5), el cual forma parte de la familia de receptores de transporte nuclear*??, Asi
pues, cuando esta en el citoplasma, el pre-miARN es dividido por la endonucleasa Dicer,
la cual esté asociada a las proteinas de union a ARN en respuesta a trans-activacion
(TRBP)*?¥ y activador de la proteina quinasa R (PACT)®?Y . Como resultado,
obtenemos una molécula de doble cadena, de aproximadamente 22 nucle6tidos, la cual
conocemos como miARN duplex. Seguidamente, las dos cadenas se separan, en donde
una de ellas perteneciente al diuplex miARN-miARN* creard el miARN maduro. De
manera predominante, esta cadena formarad parte del complejo ribonucleoproteina,
famoso por ser un complemento silenciador inducido por ARN (RISC)®?9) | que recibira
el nombre ahora de miRISC. Tras ser procesado el pre-miARN por Dicer, la hebra méas
numerosa fue llamada ‘miARN’, mientras que la menos cuantiosa recibi6 el nombre de
‘hebra pasajera o0 miARN*’. El miARN* no suele tener actividad inhibitoria y es
degradada. Sin embargo, en ocasiones presenta la actividad silenciadora, aunque menos
potente que miARN. El complejo RISC es el responsable de la degradacion del ARNm
diana y/o de la inhibicion de la traduccion, al funcionar como una maquinaria catalitica,
conteniendo, entre otras proteinas, a Dicer, asi como a otras proteinas pertenecientes a
la familia argonauta (Ago). Todas ellas son fundamentales a la hora de la mediacion de
la funcidn de silenciamiento del miARN.

El complejo RISC ayuda a que se una el miARN a su ARNm diana. Los miARNSs
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pueden realizar de una manera negativa la expresion génica por medio de dos
mecanismos fundamentales: la degradaciéon del ARNm diana y la represion
traduccional. La funcion especifica de las dianas de los miARNSs viene definida, sobre
todo, por la complementariedad existente entre las posiciones 2 - 8 de la regién 5’ del
miARN (conocida como ‘secuencia semilla’) con laregion UTR 3’ de sus ARNm diana
(denominado ‘sitio de union’)?®). EI emparejamiento entre estas dos zonas debe ser
perfecto y cualquier defecto supondria una menor eficacia en la represion. Cuando el
miARN se incorpora en el RISC, operara uno o mas mecanismos, segun el grado de
complementariedad que posea miARN con su diana. De este modo, cuando esta es
elevada o total, dara lugar a la degradacion del ARNm vy, cuando no es total o es
insuficiente, originara una inhibicién de la traduccién de ARNm a proteinas®?”). Fuera
el que fuere el mecanismo usado, en el resultado final se veran reducidos los niveles
proteicos. En humanos, encontramos gque el mecanismo mas habitual es la represion de
la traduccidn. Otras investigaciones han demostrado que los miARNSs también tienen la
capacidad de regular la expresion génica al juntarse de forma directa al ADN®2®),

En resumen, los miARNS son capaces de regular de forma negativa la expresion
de los genes por medio de tres mecanismos fundamentales, a saber, la degradacion del
ARNmM diana debido a la union de forma complementaria a este; la inhibicion de la
traduccion, en el caso de que la unién en la zona UTR 3’ no sea totalmente
complementaria (lo que recibe el nombre de ‘represion traduccional’) y, finalmente, la

interaccién con el ADN, lo cual ocasiona el silenciamiento de la cromatina®®),
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2.3. Funcion bioldgica de los microARNSs

Los miARNs poseen varias funciones regulatorias en cuanto a su desarrollo,
diferenciacion, apoptosis, asi como en relacion a la proliferacion celular en distintos
organismos!®®.  Asimismo, los miARNs intervienen en algunos procesos en
tumorigénesis, como son la inflamacion, la regulacion del ciclo celular, la
diferenciacion, la apoptosis y, finalmente, la invasion. Los miARNs también ejercen la
funcién de oncogenes, asi como genes supresores de tumores.

Los miARNs también son criticos en el desarrollo normal del higado y en el ajuste
de los procesos bioldgicos fundamentales de este drgano, ya que el opera como un
organo endocrino y exocrino con numerosas funciones, en el que se incluyen:
metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoacidos, sintesis de urea, desintoxicacion
de farmacos y compuestos enddgenos toxicos, produccion de bilis y secrecion de
proteinas plasmaticas!>®). La desregulacion de la expresién de miARNs en tejidos se
ha observado en el contexto de patologias hepaticas especificas, como son: hepatitis,
cirrosis y CHC, asi como también en casos de colestasis cronica.

Por otro lado, los miARNS tienen diferentes funciones en relacion a las células
madre de tejidos somaticos, en donde se pueden incluir la regulacion de multiples pasos
de la hematopoyesis, la diferenciacion osteogénica y de la piel, asi como la modulacion
de la miogénesis y cardiogénesis''*?. Los miARNs también son fundamentales en el
desarrollo del cerebro, ya que estan involucrados en los trastornos del SNC, al alterar
la funcion neuronal o la regeneraciéon. Muchos estudios sugieren que los miARNs
también son primordiales en el desarrollo y trastornos cardiacos, asi como en el
desarrollo de las células inmunes y el mantenimiento de las principales funciones del
sistema inmunitario!3?. La expresion alterada de los miARNs se han asociado con
trastornos autoinmunes, como son, por ejemplo, el lupus eritematoso sistémico y la

artritis reumatoide(!3?,
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2.4. MicroARN:Ss y replicacion del VHB

Las interacciones de las moléculas de la célula huésped - virus son procesos
fundamentales que determinan el estado de la infeccion durante la infeccion viral. Los
miARNSs celulares pueden influir positiva o negativamente en la fase de replicacion del
virus, al poder regular la expresion de genes virales y/o factores celulares relevantes
para el curso de la enfermedad inducida por el virus. Al mismo tiempo, los virus pueden
alterar la expresion de miARNs en la célula. Se han descubierto hasta la fecha
numerosos miARNs que inhiben o promueven la replicacion del VHB mediante la
interaccion directa con las transcripciones del VHB o indirectamente dirigiéndose a

factores celulares cruciales para el ciclo de vida del VHB (Tabla 1).
2.4.1. MicroARNs que inhiben la replicacion del VHB

El primer intento de buscar los miARNs que se dirigen directamente a las
transcripciones del VHB fue realizado por Zhang, utilizando un enfoque de pérdida de
funcion del miARNU3¥. Un total de 328 miARNs humanos fueron eliminados
individualmente en células HepG2.2.15, las cuales estdn disefiadas para soportar el
ciclo de vida del VHB3?. Entre estos, el analisis bioinformatico reveld que miR-199a-
3p y miR-210 inhibieron el VHB, al dirigirse directamente a la region codificada por
HBsAg y la region pre-S1 del genoma del VHB, respectivamente!*¥). La capacidad
para afectar la expresion de HBsAg también se demostrd para miR-125a-5p, que se une
al ARNm de HBsAg e inhibe su traduccion3¥.

MiR-122 es un miARN especifico y el méas abundante para el higado. Tiene un
papel esencial en varios aspectos de la funcion hepatica, incluido el crecimiento
hepatocelular, la diferenciacion, el metabolismo de los lipidos y la transformacion
neoplasica'3>. MiR-122 est4 involucrado en una red de sefializacion compleja, la cual
afecta a la infectividad del VHB. Varios estudios informaron de la existencia de una
disminucion notable en la replicacion del VHB cuando la expresion se reguld
positivamente, tanto en las lineas celulares como en los tejidos del higado. La ciclina

G1 es uno de los objetivos de miR-122 y participa en la regulacion de la replicacion del
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VHB. Wang y sus colaboradores demostraron que las interacciones entre ciclina G1 y
p53 bloquean la unidn especifica de p53 a los elementos potenciadores del VHB y
anulan simultdneamente la inhibicién mediada por p53 de la transcripcion del VHB(39),
Por su parte, Qiu sugirido que el miR-122 inhibia la replicacion del VHB a través del
aumento de la expresion de hemo oxigenasa 1 (HO-1), que se trata de una enzima
citoprotectora que disminuye los niveles de ADNccc del VHB tanto in vitro como in
vivo®?). Fan et al. mostr6 una correlacion inversa entre el nivel de expresion de miR-
122 y el gen NDRG3 en muestras de carcinoma hepatocelular relacionados con el virus
de la hepatitis B, lo que podria acelerar la secrecion de HBeAgy HBsAgy lareplicacion
del ADN del VHB!3®, Chen y colaboradores demostraron que el miR-122 podria atacar
directamente la expresion de la polimerasa del VHB, con el fin de reprimir la
replicacion viral ')

Se ha demostrado que miR-1231 suprime la replicacion del VHB, al actuar sobre
a la proteina del nticleo del VHB#?, En células HepG2 transfectadas con el VHB, la
sobreexpresion de miR-1231 resultd en el proceso de supresion de la replicacion viral,
al tener la capacidad de atacar la proteina central del VHB.

El receptor a activado por proliferador de peroxisoma (PPARa), que se une y
transactiva a los promotores del VHB, se describié como un objetivo de miR-1414D,
La transfeccion del miR-141 sintético en las células HepG2 transfectadas con VHB
suprimi6 la expresion de PPARa, lo que condujo a una transcripcion reducida del
VHB!"D. La inhibicién dirigida por miR-125b al canal de sodio subunidad alfa no
activada por voltaje 1 (SCNN1A), reprimi6 la expresion de la proteina del VHB!4?),
Otras secuencias virales criticas para la replicacion del VHB, incluida la regién de
codificacion para la polimerasa del VHB y la region de superposicion entre la
polimerasa del VHB y el HBX, se mostraron como objetivos potenciales para el grupo
miR-15a / miR-16-114%), Se inform6 que los niveles elevados de miR-26a en los
hepatocitos dieron como resultado una disminucién marcada en el ADN del VHB y la
expresion de proteinas. Analisis posteriores demostraron que miR-26b inhibia la

expresion de la proteina de unién a zinc 1 de dominio rico en cisteina e histidina
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(CHORDC1), el cual funciona como un regulador positivo de las actividades
potenciadoras / promotoras del VHB®4, Por lo tanto, es concebible que estos
miARNs puedan contribuir a escapar de la erradicacion del VHB del sistema

inmunitario del huésped, al suprimir la replicacion viral.
2.4.2. MicroARNs que promueven la replicacion del VHB

Otros miARNs promueven la replicacion del VHB, dirigiéndose a los reguladores
negativos de la actividad del VHB o mejorando un regulador positivo. Dai y
colaboradores informaron que miR-15b inhibi6 directamente la expresion del factor
nuclear 1 alfa de hepatocito (HNF-1a), con el fin de activar el potenciador I del VHB;
en consecuencia, miR-15b promueve la replicacion del VHB!*®, Otro estudio demostrd
el miR-372/373 promueve la expresion del VHB a través del factor nuclear I/B (NFIB),
un factor de transcripcién con capacidad para disminuir los niveles de proteina viral
HBsAg y HBeAg, asi como los niveles de ADN asociados al nticleo viral, debido a su
unioén al potenciador I y promotor central del VHB*9. Ademas, la familia miR-99, que
incluye miR-99a, miR-99b y miR-100, también fue capaz de mejorar la autofagia
dirigida a la replicacion del VHB a través de la via proteina quinasa B-diana
de rapamicina en células de mamifero (Akt-mTOR){!47),

Las modificaciones epigenéticas del ADNccc del VHB, como la metilacion y
desacetilacion del ADN, son primordiales en el proceso de control de la replicacion del
VHB, al suprimir la transcripcion del ADNccc a los ARNm virales. Epi-miARN, miR-
1 se ha implicado en la regulacion de las modificaciones epigenéticas del ADNcce del
VHB. Zhang demostrdé que miR-1 se dirige directamente a las histonas deacetilasas-4
(HDAC4), y la transfeccion de miR-1 en células HepG2.2.15 condujo a una expresion
marcadamente reducida de HDAC4 y mejora la transcripcion del VHB!#®) Ademas,
Zhang informé que miR-1 mejoraba la actividad del promotor central del VHB, al
promover la expresion del receptor X fernesoide alfa (FXRa), el cual es un factor de
transcripcion enriquecido en el higado activado por los 4cidos biliares!!*®). Un estudio

reciente reveld que miR-548ah promueve la replicacion y expresion del VHB, a través
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de la regulacion de HDAC4. La inhibicion de HDAC4 por miR-548ah podria influir en
el estado de desacetilacion de las histonas que se unen al ADNccc, mejorando asi la
replicacion del ADNccc!'#?,

También hay algunos miARNs que funcionan de forma sinérgica con las proteinas
del VHB, con el fin de promover la replicacion viral. Asi pues, se aislo originalmente
la proteina X de interaccion con el virus de la hepatitis B (HBXIP), como si fuera una
proteina humana que se une a la proteina HBx. En este caso, se puede reducir la
replicacion del VHB, al interactuar con un dominio necesario para la transactivacion de
HBx. Jin y colaboradores demostraron que HBXIP, un inhibidor de la replicacion del
VHB, es un objetivo potencial de miR-501, cuya represion activa es la replicacion del
VHB(?),

Estudios recientes han encontrado que miR-137 promueve la expresion génica del
VHB vy la replicacion del virus, al dirigirse a la expresion de inhibidor de proteinas de
STAT?2 activado (PIAS2)!5D, PIAS2 se trata de un transductor de sefial, que funciona
como activador de proteinas de transcripcion, capaz de regular la expresion génica al

poder bloquear la interaccion de los factores de transcripcion con el ADN!SD,
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Tabla 1. MicroARNSs relacionados con la replicacion de VHB.

MiARNs Dianas Expresion Efecto Bib.
miR-1 HDAC4, FXRo, E2F5 Down Promueve VHB replicacion (148)
miR-3 ARNpg Up Inhibe VHB replicacion 152
let-7 preS2 Up Inhibe VHB replicacion (153
miR-15a/miR-16-1 HBx Down Inhibe VHB replicacion (143)
miR-15b HNFlo Down Promueve VHB replicacion (145)
miR-17-92 cluster c-Myc Up Inhibe VHB replicacion (154)
miR-26b CHORDCI1 Down Inhibe VHB replicacion (1449
miR-29a SMARCE1 Up Promueve VHB replicacion (153
miR-29¢ TNFAIP3 Down Inhibe VHB replicacion (156)
miR-99 family mTOR/ULK1 Down Promueve VHB replicacion (47
miR-101 FOXO1 Down Inhibe VHB replicacién as7n
SOCS3 Down Promueve VHB replicacion (158
miR-122 Cyclin G1, HO-1, NDRG3, , o
Down Inhibe VHB replicacion (136-139)
AND-VHB polimerasa
miR-125a HBx Up Inhibe VHB replicacion (159
miR-125a- 5p HBsAg Up Inhibe VHB replicacion 1349
miR-125b SCNN1A Down Inhibe VHB replicacién (142
miR-125b- 5p LIN28B/let-7 axis Up Promueve VHB replicacion (160)
miR-129-2 SOX4 Up Promueve VHB replicacion aen
miR-130a PGClay PPAR Down Inhibe VHB replicacion (104)
PKLR, ERa Down Promueve VHB replicacion (162,163)
miR-137 PIAS2 Up Promueve VHB replicacion asn
miR-138 HBx Up Inhibe VHB replicacion (164)
miR-141 PPARa, Sirtl Down Inhibe VHB replicacion (141,165)
miR-146 ZEB2 Up Promueve VHB replicacion (166)
miR-146a-5p XIAP- MDM2/p53 axis Up Promueve VHB replicacion (67
iRL15S SOCSI, IFN-y Up Inhibe VHB replicacion (168, 169)
PTEN, C/EBP-B Down Inhibe VHB replicacion (169, 170)
miR-185-5p ELK1 Up Inhibe VHB replicacion am
miR-199a DDX3 Down Inhibe VHB replicacion a7
miR-199a-3p HBsAg Up Inhibe VHB replicacion (133
miR-200c NFIA Down Inhibe VHB replicacion a73)
miR-203 SOX4 Up Promueve VHB replicacion (aen
miR-204 STAT3 Down Inhibe VHB replicacion 74
miR-210 VHB pre-S1 Up Inhibe VHB replicacion (133
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miR-302¢-3p BMPR2, HNF4a Down Inhibe VHB replicacion a7
miR-335 SOX4 Up Promueve VHB replicacion (ae1y
miR-370 NFIA Up Inhibe VHB replicacion (76)
miR-372/373 NFIB Up Promueve VHB replicacion (146)
miR-449a FXRa Up Promueve VHB replicacion am
miR-501 HBXIP Up Promueve VHB replicacion (1509
miR-520a Akt Down Inhibe VHB replicacion ar)
miR-520e MAPK Down Inhibe VHB replicacion a7
iR.S48ah INFyR1 Down Promueve VHB replicacion (130)

HDAC4 Up Promueve VHB replicacion (149)
miR-581 Dicer, EDEM1 Down Promueve VHB replicacion (181)
miR-802 SMARCEI1 Up Inhibe VHB replicacion (182
miR-939 CEBPa Up Inhibe VHB replicacion (183)
miR-1231 HBcAg Up Inhibe VHB replicacion (140)

Nota: Bib: bibliografia; Up: up-regulado; Down: down-regulado; VHB: virus de la hepatitis B; HDAC4: histonas desacetilasas-4;
FXRa: receptor X fernesoide alfa; E2F5: factor de transcripcion E2F5; ARNpg: ARN pregenémico; HBXx: proteina viral X; HNF1a:
factor nuclear 1 alfa de hepatocito, CHORDCLI: proteina de unién a zinc 1 de dominio rico en cisteina e histidina; SMARCEI:
regulador de la cromatina dependiente de actina asociado a la matriz y relacionado con SWI/ SNF de la subfamilia E, miembro 1;
TNFAIP3: proteina 3 inducida por el factor de necrosis tumoral alfa; SOCS3: supresor de sefializacion de citoquinas 3; HO-1:
hemo oxigenasa 1; NDRG3: gen 3 regulado aguas abajo N-myc; HBSAQ: antigeno de superficie del virus de hepatitis B; SCNN1A:
canal de sodio subunidad alfa no activada por voltaje 1;SOX4: region determinante del sexo Y recuadro 4; PGCla: coactivador del
receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de peroxisomas; PPAR: receptor de peroxisoma proliferador activado; PKLR:
piruvato quinasa isoenzimas R/L; ERa: receptor de estrogeno o; PIAS2: inhibidor de proteinas de STAT2 activado; PPARa:
receptor a activado por proliferador de peroxisoma; ZEB2: dedo de zinc E-box homeobox 2; SOCS1: supresor de sefializacion de
citoquinas 1; IFN-y: interferén y; PTEN: homologo de fosfatasa y tensina; DDX3: polipéptido 3 de la caja DEAD; NFIA: factor
nuclear I/A; STAT3: transductor de senal y activador de la transcripcion 3; BMPR2: receptor de proteina morfogenética osea tipo
1I; HNF4a: factor nuclear 4 alfa de hepatocito; NFIB: factor nuclear I/B; HBXIP: la proteina X de interaccion con el virus de la
hepatitis B; MAPK: proteina quinasa activada por mitogeno; EDEM1: ER-degradacion que mejora la alfa-manosidasa como la

proteina 1; HBCAQ: antigeno del core del virus de hepatitis B.
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2.5. MicroARNs implicados en enfermedades asociadas al VHB

La hepatitis B posee un curso clinico que destaca por ser dindmico, variando
ampliamente desde el estado de portador asintomatico hasta expresiones graves de la
enfermedad, incluida la HBC, la cirrosis hepatica y el CHC. La evidencia creciente
revela que los miARNs son fundamentales en el proceso de la patogénesis y la

identificacion de enfermedades relacionadas con el VHB.
2.5.1. MicroARNs en HBC

Un numero creciente de estudios han demostrado que miR-122, un miARN
especifico del higado, estd asociado con enfermedad hepatica cronica. Ji y
colaboradores mostraron que miR-122 esta significativamente up-regulado en muestras
de sangre tomadas de pacientes con hepatitis cronica con HBeAg positiva'!®9. Wang y
colaboradores mostraron que la expresion de miR-122 en el higado se redujo
significativamente en 41 pacientes chinos infectados por el VHB, con respecto a 10
controles sanos*®. También sefialaron que los niveles de miR-122 se correlacionaron
negativamente con la carga viral intrahepatica y con el grado de necroinflamacion.

Por su parte, Momeni mostr6 que la expresion de miR-1, miR-21 y miR-125a en
las células inmunes de sangre periférica aumentd significativamente en sujetos con
infeccion crénica por el VHB, con respecto a controles sanos, y que la expresion
ectopica de estos miARNSs fue la responsable de las respuestas inmunes deterioradas en
el VHB crénico transportistas'!8>. Un estudio mostré que los niveles de miR-372/373
aumentan, a medida que aumenta el titulo de ADN del VHB vy, por lo tanto, pueden
servir como un marcador de hepatitis cronica''*®. Otro estudio reveld que miR-23b, let-
7¢c, miR-150 y miR-122 podrian servir para diagnosticar la infeccion oculta por el

VHB!86),
2.5.2. MicroARNSs en fibrosis y cirrosis hepatica relacionados con el VHB (CH-VHB)
Se ha demostrado que la inflamacion persistente provocada por un largo periodo

expuesto a la infeccion por el VHB es la fuerza impulsora que conduce a la fibrosis
50



hepética, generado por un desequilibrio entre la produccion de matriz extracelular por
las células estrelladas hepaticas (HSCs)!87. La cirrosis se produce principalmente
debido a los depdsitos de colageno secretados por las HSCs en la matriz extracelular de
los hepatocitos. Se ha informado que los miembros de la familia de miR-29 se asocian
negativamente con el avance de la cirrosis fibrosis, asi como con el grado de
necroinflamacion'®®. Los informes indicaron que miR-29 suprime la cirrosis/fibrosis
tras su regulacion positiva, al reprimir los genes que secretan coldgeno, concretamente
en las HSCs, por medio de las vias del factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B) y el factor nuclear kappa B (NF-«kB)!%9),

Lakner y colaboradores informaron que miR-19b inhibid la fibrogénesis mediada
por HSCs, al regular la TGF-B en HSCs activadas'!®?. Ademas, Venugopal mostro que
la fibrosis hepatica puede causar una regulacion negativa de miR-150 y miR-194 en
HSCs y que su sobreexpresion podria reprimir la activacién de HSCs!°Y. Otro estudio
inform6 que los niveles de miR-33a en el tejido hepatico de individuos con infeccion

cronica por el VHB aumentaron significativamente durante la progresion de fibrosis(!%?

(Tabla 2).

Tabla 2. MicroARNSs en fibrosis hepatica relacionados con el VHB.

MiARNs Dianas Expresion Efecto Bib.
miR-19b TGF-pB Down Inhibe la activacion de HSCs inducida por TGF-B y previene la fibrosis (190)
miR-27a PPARYy Up Estimula la activacién de HSCs (193)

miR-29 COL1A1 Down Inhibe la expresion de colageno en HSCs y previene la fibrosis (139)
miR-33a SMAD7 Up Estimula la activacion de HSCs inducida por TGF-B y promueve la fibrosis (192

miR-125b  STARDI13 Up Promueve la activacién de HSCs (194)
miR-150 c-myb Down Inhibe la expresion de colageno I y la activacion de HSCs o1
miR-194 Racl Down Inhibe la expresion de colageno I y la activacion de HSCs asy

Nota: Bib: bibliografia; Up: up-regulado; Down: down-regulado; HSCs: células estrelladas hepaticas; TGF-B: factor de crecimiento
transformante beta; PPARYy: receptor de peroxisoma proliferador activado gamma; COL1A1: colageno, tipo I, alfa 1; SMAD7:

miembro 7 de la familia SMAD; STARD13: dominio de transferencia de lipidos relacionados StAR que contiene 13.
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2.5.3. MicroARNSs en CHC relacionados con el VHB (CHC-VHB)

La infeccion cronica ocasionada por el VHB sigue siendo un factor etiologico
significativo de CHC, en el que el riesgo de desarrollar CHC aumenta en 100 veces, si
lo comparamos con personas no infectadas!®”. Los miARNs desempefian un papel
fundamental en la hepatocarcinogénesis asociada al VHB, ya que pueden actuar como
tumores supresores, al regular negativamente la expresion de oncogenes, o bien como
tumores promotores, al limitar la expresion de proteinas oncosupresoras, dependiendo
de la funcioén celular que tengan los genes dianas. Un estudio realizado por Ura
demostrd que la infeccion por el VHB indujo conjuntos especificos de miARN durante
la hepatocarcinogénesis, entre sus objetivos, se incluian genes involucrados en vias
relacionadas con la proliferacion celular, la apoptosis, el dafio del ADN vy la
transduccion de sefiales!”®. Se muestran los miARNs de CHC-VHB y sus posibles
dianas en Tabla 3.

Varios grupos de investigacion encontraron que el miR-122 se encontraba
reprimido en lineas celulares de CHC que expresan el VHB y en muestras clinicas de
tumores. La supresion de miR-122 condujo a la regulacion positiva de NDRG3, un
promotor tumoral que contribuye a un fenotipo maligno''*”. En otro estudio, se
demostro que los bajos niveles de miR-122 promovieron una sobreexpresion del factor
de unidn al gen transformante tumoral de pituitaria 1 (PTTGI), lo que favorece el
crecimiento tumoral del CHC y la invasion celular!*®,

HBx da nombre a una proteina multifuncional codificada por el VHB, la cual actua
como un transactivador pleiotropico y modula la expresion del gen del huésped al
interactuar con varios factores de transcripcion celular y vias de sefializacion®®®, Asi,
por ejemplo, la disminucién de la expresion de miR-101 por HBx resultd en la
sobreexpresion de ADN metiltransferasa 3A (DNMT3A), promoviendo la
hipermetilacion de ADN aberrante de varios genes supresores de tumores®®®, Se
demostrd que miR-152 esta dirigido y regulado negativamente por HBX, lo que provoca
una regulacion positiva de la actividad de ADN metiltransferasa 1 (DNMT1) y la

consiguiente metilacién del ADN de los promotores de muchos genes supresores de
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tumores®®), Ademas, otro estudio demostré que el miR-148a fue reprimida por HBX,
a través de la inhibicién de la activacion mediada por p53. Esto condujo a una mayor
expresion de la proteina que interacciona con el factor de transcripcion de leucemia de
células pre-B hematopoyeéticas (HPIP), que es fundamental en relacion al crecimiento
de las células cancerosas®®V. Estudios posteriores informaron que miR-22, miR-26a,
miR-29c, miR-145 y miR-199a-3p, miR-216b, miR-325-3p, miR-338-3p, miR-378, etc.
participan en la inhibicion de la proliferacion celular, y fueron regulados negativamente
en CHC-VH B(156, 202-213).

Se ha descubierto que varios miARNSs de tipo oncogénico pueden promover el
desarrollo de CHC-VHB. Connolly identificé que el cluster miR-17-92 (miR-17-5p,
miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a y miR-92a-1) estaba regulado hacia arriba en
CHC-VHB®¥_ Esta regulacion positiva, facilitada principalmente por la proteina HBX,
los factores de transcripcion c-Myc y E2F1, contribuye a un fenotipo maligno, al
promover la proliferacion celular y el crecimiento independiente del anclaje®*). MiR-
21 promueve la proliferacion celular, al dirigirse a genes supresores de tumores,
incluidos el homdlogo de fosfatasa y tensina (PTEN) y la proteina 4 de muerte celular
programada (PDCD4)@), La sobreexpresion de miR-143 inhibi6 la expresion del
dominio de fibronectina tipo 11l que contiene 3B (FNDC3B), un regulador de la
motilidad celular, estimulando asi la metastasis de CHC®®), Asi pues, miR-155 puede
promover el CHC, apuntando a la region determinante del sexo Y recuadro 6 (SOX6),
un regulador transcripcional que inhibe el crecimiento celular al estimular el regulador
de crecimiento p21 de una manera dependiente de p53©?'", Otro estudio informo que el
miR-3928v regula el gen supresor de tumores canal 3 de aniones dependiente de voltaje
(VDAC3) para promover el crecimiento, la migracion e invasion de CHC, acelerando

asi su progresion®,
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Tabla 3. microARNs en CHC relacionados con el VHB.

MiARNs Dianas Expresion Efecto Bib.
miR-1 HDAC4, MET Down Proliferacion (-) 219
let-7 Bcl-xL, c-Myc, RAS, STAT3 Down Proliferacion (-), Migracion (-), Apoptosis (+) (220-224)
miR-15a SMAD7 Down Apoptosis (-), Carcinogénesis (+) (229)
miR-15a/16 BCL-2 Down Apoptosis (-), Carcinogénesis (+) (226)
miR-16 Cyclin D1, NCOR2 Down Proliferacion (-), Apoptosis (+), Clonogenicidad (-) @27
miR-17-92 E2F1 Up Proliferacion (+) @14
miR-18a ERa, ESR1 Up Proliferacion (+) (228,229)
miR-21 PDCD4, PTEN, SMAD7 Up Proliferacion (+), Migracion (+), Apoptosis (-) (215,230)
miR-22 CDKNI1A, HDAC4, ERa Down Proliferacion (-) (202-204)
miR-23b uPA, MET Down Proliferacion (-), Migracion (-) @30
miR-26a ERa, IL-6, Cyclin D2, Cyclin E2 Down Proliferacion (-), Metastasis (-) 205
miR-29a PTEN Up Migracion (+) 3)
miR-29c TNFAIP3 Down Proliferacion (-), Apoptosis (+) (156)
miR-34a CCL22, MET Down Metastasis (-) (233)
miR-34¢ TGIF2 Down Proliferacion (-), Apoptosis (+) (2349)
miR-99a IGF1R, mTOR Down Proliferacion (-) (235)
miR-101 DNMT3A Down Inducir la metilacion de ADN aberrante 199
miR-101-3p Raplb Down Proliferacion (+), Migracion (+), Apoptosis (-) 236)
miR-122 PBF, NDGR3 Down Proliferacion (-), Migracion (-), Apoptosis (+) (138,197)
miR-125a-5p ErbB3 Up Proliferacion (-), Apoptosis (+) @37)
miR-126 ADAM9 Down Proliferacion (-), Metastasis (-) @38
miR-129-2 SOX4 Down Proliferacion (-), Clonogenicidad (-) 239
miR-132 Akt Down Proliferacion (-) (240)
miR-136 AEG-1 Down Migracion (-) (241)
miR-138 CCND3 Down Tumorogénesis (+) 242)
miR-143 FNDC3B Up Metastasis (+) @16)
miR-145 HDAC2, ADAM17 Down Proliferacion (-), Invasion (—) (206,207)
miR-148a HPIP Down Proliferacion (-), Metastasis (-) @oy
miR-152 DNMTI1 Down Metastasis (-), Apoptosis (+) (200)
miR-155 SOX6 Up Proliferacion (+) @17
miR-181a FAS, E2F5 Up Proliferacion (+), Apoptosis (-) (243,244)
miR-199a-3p PAK4, mTOR Down Proliferacion (-), Apoptosis (+) (208, 209)
miR-205 HBx Down Carcinogénesis (-) @45
miR-216b IGF2BP2 Down Proliferacién (-), Migracion (-), Invasion (-) (210)
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miR-221 ERa Up Proliferacion (+)

miR-223 c-myc Down Proliferacion (+)

miR-325-3p AQP5 Down Proliferacion (-), Apoptosis (+)
miR-331-3p INGS5 Up Proliferacion (+)

miR-338-3p Cyclin D1 Down Proliferacion (-)

miR-340 ATF7 Down Proliferacion (+), Apoptosis (-)
miR-371a-5p SRCIN1 Up Proliferacion (+), Metastasis (+)
miR-375 AEG-1 Down Migracion (+)

miR-378 IGFIR Down Proliferacion (-)

miR-384 PTN Down Proliferacion (+), Metastasis (+)
miR-429 NOTCH1 Up Proliferacion (-), Apoptosis (+)
miR-499a MAPK6 Up Proliferacion (+), Migracion (+)
miR-545/374a ESRRG Up Tumorogénesis (+)

miR-602 RASSFIA Up Proliferacion (+), Apoptosis (-)
miR-1271 CCNAL1 Up Proliferacion (-), Migracion (-), Apoptosis (+)
miR-3928v VDAC3 Up Proliferacion (+), Migracion (+), Invasion (+)

(246)

(247)

(211)

(248)

(212)

(249)

(250)

(241)

(213)

(251)

(252)

(253)

(254)

(255)

(256)

(218)

Nota: Bib: bibliografia; (+): promocion; (—): inhibicion; Up: up-regulado; Down: down-regulado; HDAC4: histonas desacetilasas-
4; Bel-xL: linfoma de células B extra grande; STAT3: transductor de sefial y activador de la transcripcion 3; SMAD7: miembro 7
de la familia SMAD; BCL-2: linfoma de células B2; NCOR2: receptor nuclear co-repressor 2; E2F1: factor de transcripcion E2F1;
ERa: receptor de estrogeno a; ESR1: receptor de estrogeno 1; PDCD4: proteina 4 de muerte celular programada; PTEN: homélogo
de fosfatasa y tensina; CDKN1A: inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A; uPA: activador de plasmindgeno de tipo
uroquinasa; TNFAIP3: proteina 3 inducida por el factor de necrosis tumoral alfa; CCL22: quimiocina (motivo C-C) ligando 22;
TGIF2: factor de crecimiento transformante-factor inducido por § homeobox 2; IGF1R: receptor del factor de crecimiento 1 similar
a la insulina; mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero; DNMT3A: ADN metiltransferasa 3A; PBF: factor de union del
gen 1 transformador tumoral hipofisario; ADAMY: desintegrina y metaloproteasa 9; SOX4: region determinante del sexo Y
recuadro 4; AEG-1: gen 1 de elevacion de los astrocitos; CCND3: ciclina D3; FNDC3B: dominio de fibronectina tipo 111 que
contiene 3B; HDAC2: histonas desacetilasas-2; ADAMI17: desintegrina y metaloproteasa 17; HPIP: factor de transcripcion de
leucemia de células pre-B hematopoyéticas; DNMT1: ADN metiltransferasa 1; SOX6: region determinante del sexo Y recuadro 6;
E2F5: factor de transcripcion E2F5; PAK4: serina/treonina-proteina quinasa 4 ; HBx: proteina viral X; IGF2BP2: similar a la
insulina factor de crecimiento 2 de ARNm-proteina de union 2; AQPS5: acuaporina 5; INGS5: inhibidor de la proteina de crecimiento
5; ATF7: factor de transcripcion activador 7; SRCIN1: inhibidor 1 de sefializacion de la quinasa SRC; PTN: pleiotrofina; NOTCH1:
notch receptor 1; MAPKG6: proteina quinasa activada por mitogeno 6; ESRRG: receptor gamma relacionado con el estrogeno;
RASSF1A: proteina 1A que contiene el dominio de asociacion Ras; CCNA1: ciclina Al; VDACS3: canal 3 de aniones dependiente

de voltaje.
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CAPITULO II: HIPOTESIS

56



HIPOTESIS

La infeccion cronica causada por el VHB sigue siendo un problema de la salud
publica mundial, la cual puede ser la causante de varias enfermedades graves, como son
la fibrosis hepatica, la cirrosis hepatica o, incluso, el CHC. Una proporcion de pacientes
con HBC que no encajan en ninguno de los estados inmunitarios habituales se considera
que se encuentran en la “zona gris”. El ADNccce intrahepatico es determinante en el
ciclo vital del virus, y las terapias actuales no tienen posibilidad de eliminarlo.
Actualmente, la cuantificacion del ADNcce intrahepatico no es facil de generalizar
debido a la naturaleza invasiva de la biopsia hepatica, por lo que puede haber
marcadores subrogados del ADNccc intrahepatico. Los miARNSs circulantes se han
usado de manera considerable en el diagnostico precoz y en el tratamiento terapéutico
de varias enfermedades. Los miARNSs circulantes pueden servir como biomarcador no
invasivo en el diagnostico precoz de CHC-VHB. Y el hecho de determinar el papel
regulador de la red de interaccion miARN-ARNm especifica en la expresion del
ADNcce en pacientes con hepatitis B cronica en la zona gris (HBC-ZG) puede

proporcionarnos una base teorica, con el fin de localizar nuevas dianas terapéuticas.
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CAPITULO III: OBJETIVOS
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1.

3.

METAANALISIS DE MICROARN EN CHC-VHB

Evaluar el valor diagnéstico del miARN circulante como biomarcador no invasivo
en el diagndstico precoz del CHC-VHB.
Explorar los factores que producen la heterogeneidad en los resultados.
CORRELACION ENTRE ADNCCC Y MARCADORES
VIROLOGICOS
Analizar la correlacion entre ADNccce intrahepatico y otros marcadores virologicos
en pacientes con HBC-ZG.
Explorar los marcadores subrogados no invasivos para ADNccc intrahepatico en
pacientes con HBC-ZG.
MICROARNS EN PACIENTES CON HBC-ZG

Explorar la funcion reguladora de los miARNSs en la expresion del ADNcce en
pacientes con HBC-ZG, establecer una red de interaccion entre miARN-ARNm, y
proporcionar una base tedrica que nos ayude a buscar nuevos objetivos terapéuticos.
Identificar posibles vias reguladoras de miARN-ARNm, que sean capaces de
contribuir a la patogénesis de HBC-ZG.

Estudiar el perfil de expresion diferencial de miARN y ARNm de pacientes con
HBC-ZG basado en diferentes niveles de qHBsAg, y explorar su posible red de
interaccion.

Investigar el perfil de expresion diferencial de miARN y ARNm entre pacientes
con HBC-ZG que reciben terapia antiviral y aquellas que no recibieron terapia

antiviral, y explorar su potencial red de interaccion.
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CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS
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1. METAANALISIS DE MICROARN EN CHC-VHB

1.1. Estudio de identificacion y seleccion

Dos investigadores (Wenting Zhang y Antonio Gil Gomez) realizaron una
busqueda exhaustiva de forma independiente en PubMed, Embase, Web of Science,
WanFang Database 'y China National Knowledge Infrastructure (CNKI). Se utilizaron
las bases de datos con el fin de identificar estudios adecuados que hubieran sido
publicados hasta una fecha limite: el 12 de mayo de 2021. Se utilizaron términos y
palabras clave MeSH (del inglés: Medical Subject Headings), y los términos de
busqueda incluyeron los siguientes: “hepatocellular carcinoma” o “liver cancer” o
“HCC” y “microRNA” o “miRNA” o “miR” y “hepatitis b virus” o “HBV” o “chronic
hepatitis”. Las busquedas se limitaron a publicaciones con sujetos humanos, sin
restricciones de idioma. También se realizd una busqueda manual, a través de las
referencias enumeradas en los articulos originales y los articulos de revision

recuperados. Este metaanalisis se efectud de acuerdo con la declaracion PRISMA 7,

1.2. Criterios de inclusion y exclusion

Los citados investigadores independientes consideraron las referencias,
atendiendo a los 5 criterios de inclusion siguientes: (1) los estudios clinicos tienen como
objetivo valorar la capacidad de diagnéstico de los miARNs circulantes para el
diagnostico de CHC-VHB; (2) todos los pacientes con CHC-VHB han sido
diagnosticados mediante exdmenes histopatolégicos, y no han recibido ningun
tratamiento (cirugia, radioterapia y quimioterapia) antes de ser seleccionados; (3) el
grupo de control compuesto por individuos infectados con VHB sin CHC, incluida la
HBC y CH-VHB; (4) los miARN obtenidos se miden en muestras de suero o plasma;
(5) los estudios contenian datos suficientes sobre sensibilidad, especificidad y tamafio
de la muestra, que van a servir para la realizacion de una tabla de diagndstico de dos

por dos.
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Por el contrario, los criterios de exclusion fueron: (1) informes que estuvieran
duplicados o publicaciones que no tuvieran una informacion completa; (2) los miARNs
obtenidos provenian de lineas celulares, de animales, del tejido hepatico o de la orina;
(3) comentarios, revisiones, informes de casos, cartas a los editores y (4) revisiones

sistematicas o metaanalisis.

1.3. Extraccion de datos y evaluacion de calidad

Los dos investigadores hicieron una seleccion de los estudios mds relevantes de
forma independiente, guidndose por el titulo, el resumen y el texto completo, que se
reviso para una evaluacion adicional si el estudio fue recogido por cualquiera de los dos
investigadores. Posteriormente, de cada una de las publicaciones seleccionadas, ambos
investigadores extrajeron los datos mas reveladores, previamente determinados, como
son los siguientes: nombre del primer autor, afio de publicacion, perfil de miARN, modo
de regulacion (up- o down-regulado), tamafio de la muestra (nimero de pacientes con
CHC-VHB / HBC / CH-VHB), tipo de muestras (suero o plasma), asi como datos de
tablas de dos por dos, sensibilidad, especificidad, AUC y la calidad metodologica
(seleccion de pacientes, prueba de indice, estandar de referencia, flujo y tiempo,
seleccion de pacientes para la preocupacion aplicable, texto de indice para
preocupacion aplicable y estandar de referencia para la preocupacion aplicable).
Cuando el estudio se publico la misma poblacidon en varias revistas, eligieron el que
estaba mas completo o el que ofrecia mas informaciéon, con el fin de evitar una
duplicacion. Finalmente, dos revisores evaluaron de forma independiente la calidad de
los estudios elegibles utilizando la herramienta de evaluacion de calidad para estudios
de precision diagnostica (QUADAS-2)3®. Cuando hubo desacuerdo, este se soluciond

consultando a un tercer autor, para que con su criterio se pudiera llegar a un consenso.

1.4. Sintesis de datos

En este metaanalisis, se anoto el nimero de verdaderos positivos, falsos positivos,

falsos negativos y verdaderos negativo para los pacientes en cada estudio. La
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heterogeneidad se evalué mediante estadisticas I°. Si el valor de I? es superior al 50%,
se tom6 como indicativo de heterogeneidad significativa y se realizd un modelo de
efectos aleatorios. Asi pues, por medio del anélisis de metarregresion y del analisis de
subgrupos, se exploraron las posibles fuentes de heterogeneidad. También, se
calcularon la sensibilidad (SE), la especificidad (SP), razén de verosimilitud positiva
(PLR), razon de verosimilitud negativa (NLR) y el odds ratio de diagndstico (DOR).
Ademas, se gener6 una curva resumen de caracteristicas operativas del receptor (SROC)
y se calcul6 el area bajo la curva SROC (AUC) para el anélisis general y el analisis de
subgrupos de los indicadores de evaluacion del desempefio. En cuanto a los criterios de
evaluacion para la eficacia diagndstica: AUC = 1,00 es perfecto, AUC > 0,90 es
excelente, AUC > 0,80 es bueno, AUC < 0,80 es medio'®”. Finalmente, se evaluo el
posible sesgo de publicacion, utilizando la prueba de asimetria de grafico en embudo
de Deeks, en la que p < 0,05 indicaba significacion estadistica. Todos los analisis

estadisticos se realizaron utilizando Review Manager 5.4 y STATA version 15.1.
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2. CORRELACION ENTRE ADNCCC Y MARCADORES

VIROLOGICOS EN PACIENTES CON HBC-ZG

2.1. Pacientes y muestras

2.1.1. Poblacion del estudio

La totalidad de los pacientes que participaron en este estudio fueron
diagnosticados con HBC-ZG, los cuales se reclutaron en la Unidad de Aparato
Digestivo del Hospital Universitario Virgen del Rocio (HUVR). Se obtuvieron
consentimientos informados de cada uno de los participantes y todos los
procedimientos realizados en este estudio fueron aprobados por el Comité de Etica del

Hospitales Universitarios Virgen Macarena-Virgen del Rocio.

Criterios de inclusion:

1. Pacientes diagnosticados de HBC-ZG.

2. Edad mayor de 18 afios.

3. Pacientes que estuvieron indicados y aceptaron someterse a una biopsia hepatica.

4. Pacientes que consintieron participar en el estudio y firmaron el consentimiento

informado.

Criterios de exclusion:

1. Pacientes menores de 18 afios.

2. Pacientes con otros tipos de infecciones ocasionados por el virus de hepatitis, como
el VHA, VHC, VHD.

3. Pacientes con otras causas de dafio hepatico como, por ejemplo, hepatitis autoinmune,
hepatitis alcohdlica, hepatocarcinoma y otras.

4. Pacientes con otros tipos de infecciones virales, como el VIH.

5. Pacientes habian recibidos alguna vez terapia antiviral contra el VHB.

6. Pacientes con enfermedades sistémicas importantes como diabetes, hipertension

arterial, cancer y otras.
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7. Pacientes embarazadas y lactantes.
8. Pacientes que tienen contraindicaciones para someterse a biopsia hepatica y/o los que
rechazan realizarsela.

9. Pacientes que no consienten participar en el estudio.
2.1.2. Obtencion de muestras
2.1.2.1. Recogida de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica de los pacientes fueron extraidas mediante
puncion venosa, y se depositaron en tubos conteniendo anticoagulante &cido
etilendiaminotetraacético. Todas ellas se procesaron dentro de las 4 horas posteriores a
la recoleccion. La muestra se centrifugé a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Posteriormente el plasma y el suero fueron transferidos a un tubo libre de RNasa y

almacenadas a -80° C hasta su uso.
2.1.2.2. Obtencion de tejido hepatico

Las muestras de tejido hepatico de los pacientes fueron obtenidas mediante biopsia
hepatica percutdnea. Para obtener dichos tejidos, se utilizd la pistola de biopsia
semiautomatica, asi como la aguja de 16G bajo la guia de la ecografia. Todas las
muestras fueron almacenadas a -80° C hasta su uso en el biobanco del Instituto de

Biomedicina de Sevilla (IBiS).

2.2. Evaluacion general y especifica

2.2.1. Evaluacion general

La informacién que se iban tomando de los sujetos de estudio se plasmaba en una
hoja de recogida de datos (Anexo 1). Aqui fue donde se registraron los datos generales
y los parametros serologicos, bioldgicos e histopatoldgicos de los individuos que
formaban la muestra. Las variables fueron las siguientes:

1. Demograficas y antropométricas: edad, sexo, peso, talla e indice de masa corporal
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(IMC).

2. Estudio serologico: HBsAg, Anti-HBs, Anti-HBc IgG, Anti-HBc IgM, HBeAg, Anti-
HBe.

3. Estudio de genotipo: A, B, C, D, E o no aplica.

4. Estudio virologico: cuantificacion del ADN-VHB en suero.

5. Estudio biologico: AST, ALT, Albumina, GTT, fosfatasa alcalina, proteina total,
bilirrubina total, colinesterasa, lactado deshidrogenasa, creatinina, colesterol, HDL,
LDL, triglicérido, glucemia, HOMA, hemoglobina, plaquetas, indice de Forns, indice
de APRI, indice FIB-4, tiempo de protrombina, INR, y tiempo de cefalina.

6. Elastrografia hepatica: fibroscan.

7. Estudio histoldgico: nivel de infiltracion portal (nivel: 0 - 1 o nivel: 2 - 4), nivel de
infiltracion lobulillar (nivel: 0 - 1 o nivel: 2 - 4), y nivel de fibrosis (nivel: 0 - 1 o nivel:
2 -4).

8. Seguimiento de pacientes por 3 afios: evaluar si el paciente necesitaba tratamiento
antiviral. Se visitd a los pacientes cada 6 meses o con mdas frecuencia si estaba
clinicamente indicado. En cada visita se realizaron evaluaciones clinicas, bioquimica y

de marcadores séricos del VHB.

2.2.2. Evaluacion especifica

2.2.2.1. Cuantificacion de ARNpg-VHB en suero

El proceso de extraccion de ARN se va a describir de forma detallada
posteriormente (ver 3.1.1.). E1 ARNpg-VHB en suero se purifico utilizando QI4amp
Viral RNA Mini kit (Qiagen), seguido de un tratamiento con ADNasa a 25°C durante 15
minutos (RNase-Free DNase set, Qiagen). Con el fin de monitorear la extraccion y
amplificacion adecuadas de acido nucleico, se agregd una dosis fija de un control
interno en cada muestra (Internal RNA extraction control kit, Primer Design,
Camberley, UK). Se evalu6 el ARN-VHB de 3,5 kb (ARN pre-gendémico y ARNm pre-
core) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con reverso transcripcion en

tiempo real (RT-qPCR) utilizando cebadores especificos y sonda TagMan, tal y como
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se muestra a continuacion.

3,5kb VHB-ARN Forward GGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCT  2363-2386
Reverse ~ CATTGAGATTCCCGAGATTGAGAT  2450-2427

Probe TCTCAATCGCCGCGTCGCAGA 24042424

TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) se utilizo para realizar la RT-qPCR. La cuantificacion absoluta se realizo
usando diluciones en serie de un pldsmido transcrito in vitro que contenia 1,8 kb del
genoma del VHB (incluida la region diana para la deteccion del ARN del VHB de 3,5
kb) bajo el control del promotor T7?¢?, Todo este proceso se realizo en laboratorio de

hepatitis viral del Hospital Clinic de Barcelona.

2.2.2.2. Cuantificacion de ADN-VHB intrahepatico total, ADNccc y ARNpg-VHB

intrahepatico

Los acidos nucleicos totales se extrajeron de biopsias de higado humano
congeladas utilizando MasterPure™ DNA y RNA purification kit (Epicentre, Illumina,
San Diego, CA, USA). Las muestras se dividieron en dos partes, siendo tratadas con
ARNasa o DNasa para las consecuentes extracciones de ADN o ARN, respectivamente.
La cantidad de ADN y ARN purificados se midié6 mediante el espectrofotometro
NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) y el fluorémetro Qubit®
3.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). El ADN-VHB intrahepatico total y el
ADNccc intrahepatico se determinaron mediante PCR en tiempo real (QPCR), y la
cuantificacion se realizé utilizando el sistema de PCR en tiempo real ViiA 7. Los

cebadores y la sonda TagMan se muestran a continuacion.

ADNccc Forward CCGTGTGCACTTCGCTTCA 1577-1595
Reverse GCACAGCTTGGAGGCTTGA 1884-1866
Probe CATGGAGACCACCGTGAACGCCC  1609-1631

Para la determinacion de ADNccc intrahepatico, el ADN purificado se pretratd con

67



Plasmid-Safe™ DNase (Epicentre, Lucigen Corporation, Middleton, WI, USA) a 37°C
durante 4 horas. La curva estandar se prepar6 a partir de diluciones en serie de un
plasmido que contenia un monémero de VHB (pBR322-VHB). El rango de
cuantificacion fue de 10! a 107 genomas por reaccion para ADN-VHB intrahepatico
total y de 5 x 10" a 107 copias por reaccion para ADNccc intrahepatico. Las copias del
genoma viral se normalizaron frente al nimero de células, estimado por el nimero de
copias del gen de la B-globina humana (ID Hs00758889 sl1, ABI, Thermo Fisher). El
programa de ciclos consistio en una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos
y 40 ciclos del paso 1 (95°C durante 1 segundo) y el paso 2 (65°C durante 1 minuto)®!,

Para el ARNpg-VHB intrahepatico de 3,5 kb seguimos el mismo protocolo
descrito anteriormente para el ARNpg-VHB en suero. El ARN se midié con el
fluorometro Qubit® 3.0 y se trataron 100 ng de ARN con DNasa a 25°C durante 15
minutos (RNase-Free DNase set, Qiagen) seguido de una qPCR, usando los cebadores
especificos que describimos con anterioridad. Todo este proceso se realizd en

laboratorio de hepatitis viral del Hospital Clinic de Barcelona.
2.2.2.3. Cuantificaciéon de HBsAg en suero

Para determinar la qHBsAg sérico, se utilizé el ensayo LIAISON XL MUREX
HBsAg Quant ([REF] 310250), el cual utiliza la tecnologia de inmunoensayo por
quimioluminiscencia. El rango dindmico de cuantificacion del LIAISON XL se
establece entre 0,03 y 150 UI/mL, en donde el sistema tiene una dilucién automatica a
bordo, tipicamente 1: 400, lo que aumenta el limite superior de deteccion a mas de
50.000 UI/mL?%?, Todo este proceso se realizé6 en la Unidad de Microbiologia del
Hospital Universitario Virgen de Valme, en Sevilla. Varios factores pueden afectar a los
resultados de la gHBsAg. Por ejemplo, la gHBsAg puede volverse inexacta o engafosa,
si predominan los mutantes de escape de HBsAg®®. Ademas, el HBsAg suele estar
parcialmente enmascarado en los complejos inmunes, lo que podria influir en los

resultados®®?.
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2.3. Analisis estadistico

La tabulacion de los datos y el andlisis estadistico se realizo mediante el programa
SPSS version 25.0 para Windows y R version 4.0.4. Los datos cualitativos se
expresaron como media + desviacion estdndar ( X + SD), y los datos cuantitativos,
como numero de casos y porcentaje. Los datos fueron agrupados y analizados a través
de una prueba paramétrica (Test t de Student) en las muestras que presentaban una
distribucién normal, o utilizando una prueba no paramétrica (prueba U de Mann-
Whitney) cuando no se superaban los test de normalidad y/o igualdad de varianza. Dado
que no se pudo alcanzar el supuesto de distribucion normal, se us6 la prueba de
correlacion de Spearman, con el proposito de evaluar la correlacion existente entre
ADNccc intrahepatico y otros marcadores de actividad viroldgica en pacientes con

HBC-ZG. El nivel de significacion estadistica se establecid en p < 0,05.
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3. MICROARNS EN PACIENTS CON HBC-ZG

3.1. Obtencion del perfil de expresion diferencial de miARNs y ARNm

3.1.1. Extraccion de ARN

El ARN total, conjuntamente con la fraccion de miARNs, fue extraido de las
biopsias de tejido hepatico de los pacientes, usando el kit comercial mirVana™ miRNA
Isolation Kit (Ambion® Life Technologies, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante®®. Este kit se basa en una extraccidon organica, a la que le sigue una
inmovilizacion del ARN en filtros de fibra de vidrio o silica en condiciones especificas,
con el fin de purificar el ARN total o el ARN enriquecido con ARNs de pequeiio tamaiio.
En primer lugar, las muestras se lisan con un tampdn de lisis desnaturalizante que
estabiliza el ARN e inactiva las ARNsas. Seguidamente, el lisado se extrajo con acido-
fenol: que es un cloroformo que elimina la mayor parte de otros componentes celulares
que incluyen la mayor parte del ADN, dejando una muestra de ARN semipura. Ademas,
esto se purificd sobre un filtro de fibra de vidrio, con el objetivo de conseguir el ARN
total, en el que quedan incluidas las especies de ARN muy pequeiias. El filtro de fibra
de vidrio us6 soluciones formuladas especificamente para la retencion de los miARNs
y también con el fin de impedir que se pierdan los ARNs pequefios. Por esa razon, a las
muestras se afiadio etanol y se paso a través del filtro de fibra de vidrio, mediante ciclos
cortos de centrifugacion con la idea de inmovilizar el ARN. Seguidamente, el filtro se
lavo varias veces y, en ultimo lugar, el ARN se eluy6 en agua libre de nucleasas.

La concentracion y pureza del ARN se cuantifico mediante NanoDrop™ 2000c
(Thermo Scientific), que se trata de un espectrofotometro ultravioleta visible. La pureza
se establecio a partir de la relacion de absorbancias a las longitudes de onda de 260nm
y 280nm (ratio A260 / A280). Todas las muestras de ARN se almacenaron a -80°C hasta

su utilizacion.
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3.1.2. Microarray

Un microarray de miARNs consiste en una superficie solida, en la cual estan
fijadas una recopilacion de sondas especificas, cuya funcion es hibridar con los
miARNSs dianas, con el fin de determinar el nivel de expresion de estos. El nivel de
hibridacion entre la sonda especifica y los miARNs dianas se muestra mediante
fluorescencia y se mide a través de un andlisis de imagen, el cual revela el nivel de
expresion de cada uno de los miARNs dianas de la muestra. Por tanto, de cada una de
las muestras (microarray) se obtienen los niveles de expresion (fluorescencia) de
muchas sondas (miARNs)269,

Para la determinacion del perfil de expresion de los miARNs en suero y tejido
hepatico se utilizo GeneChip™ miRNA 4.0 Assay (Affymetric, ThermoFisher CA, USA)
con 4.603 sondas diferentes entre pre-miARNs y miARNs maduros. Los experimentos
de microarrays se elaboraron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. De cada
muestra se marcaron 130 ng de ARN total, utilizando para ello el FlashTag™ Biotin
ARN Labeling kit (Genisphere, Hatfield, PA, USA). Posteriormente, el ARN marcado se
cuantificd, fracciono e hibrid6 con el microarray de miARN, siguiendo una serie de
pautas consecutivas. Asi pues, en primer lugar, las muestras de ARN etiquetadas se
calentaron a 99°C durante 5 minutos y luego, de nuevo a 45°C durante otros 5 minutos.
En segundo lugar, se llevo a cabo la hibridacion con la matriz de ARN con agitacion
continua a 60 rpm durante 16 horas a 48°C con Affymetrix® 450 Fluidics Station. A
continuacion, se lavaron y tifieron los chips de microarrays de miARN, utilizando la
GeneChip™ Fluidics Station 450 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Y, por ultimo,
los chips de microarrays de miARN fueron escaneados usando el GeneChip™ Scanner
3000 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), en donde los valores de senal fueron
evaluados utilizando el Affymetrix® GeneChip™ Command Console Sofiware®®?.

Un microarray de ARNm consiste en una superficie solida, en la que estan fijadas
una coleccién de sondas especificas, las cuales hibridan juntamente con los ARNm
dianas, con el objetivo de determinar el nivel de expresion. Para determinar el perfil de

expresion de ARNm en tejido hepatico se utilizo Clariom™ S Assay, Human, y se llevd
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a cabo, de acuerdo con las instrucciones marcadas por el fabricante.

3.1.3. Perfil de expresion de miARN y ARNm en muestras de tejido hepatico de

individuos sanos

Las muestras de tejido hepatico de individuos sanos tienen su origen en la base de
datos GEO (del inglés: Gene Expression Omnibus). En el proceso de busqueda de
conjuntos de datos relevantes, solo se incluyen estudios que tratan la comparacion de
la expresion de miARN y ARNm en tejidos hepaticos, entre enfermedades relacionadas
con la hepatitis B e individuos sanos. Para ello, se realizé un examen de la informacion
de conjuntos de los datos seleccionados que contenian titulos y restimenes.
Posteriormente, estos conjuntos de datos de interés se evalian con detalle y se recopilan
los datos sobre la expresion de miARN y ARNm en tejidos hepaticos de individuos
sanos. En tultimo lugar, y basado en el conjunto de datos GSE57555 en plataforma
Agilent-046064 Unrestricted Human_miRNA_V19.0 Microarray (Feature Number
version) del perfil de expresion de miARN de muestras de tejido hepatico normal y el
conjunto de datos GSE121248 en plataforma GPL570 [HG-U133 Plus 2] Affymetrix
Human Genome U133 Plus 2.0 Array del perfil de expresion de ARNm de muestras de
tejido hepatico normal se seleccionaron para el analisis posterior. El conjunto de datos
GSES57555 esta formado por 64 muestras de tejido hepatico, en donde se incluyen 16
muestras de individuos sanos; el conjunto de datos GSE121248 esta formado, a su vez,

por 107 muestras, en donde estan incluidas 37 muestras de individuos sanos.

3.2. Analisis bioinformatico

3.2.1. Preprocesado

3.2.1.1. Preprocesado de los resultados de microarrays

La informacion obtenida a partir de cada uno de los microarrays es la intensidad
de cada una de las sondas que forman parte el microarray. La lectura de los microarrays
puede quedarse afectada por algunas condiciones experimentales, como son, por
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ejemplo, el fondo en las hibridaciones o las diferentes intensidades entre los
microarrays. Con el fin de poner solucidn a estos problemas, hacer desaparecer el ruido
de fondo, y colocar a la misma escala, tanto las distintas zonas como los distintos
microarrays, y el punto cero, se va a establecer la normalizacion. Por tanto, realizaremos
un control de calidad antes del procesamiento, y comprobaremos si los datos son de
mala calidad, para controlar la calidad de la prenormalizacién. Dicha normalizacion de
los datos nos va a permitir comparar las intensidades que existen entre las distintas
sondas del microarray y entre la totalidad de los microarrays. Lo que pretende la
normalizacion es hacer desaparecer estas variaciones sistematicas en los datos de la
forma mas completa que se pueda, pero salvaguardando la variacion bioldgica real. En
nuestro caso, se puso en practica el método de normalizacion RMA (del inglés: Robust
Multichip Average) del paquete oligo de Bioconductor en R, que se basa en el ajuste de
las intensidades de fondo y en la normalizacion mediante cuantiles las sefiales de las

sondas ajustadas®®.

3.2.1.2. Preprocesado de los resultados combinados de microarray y GEO

Cuando combinamos las muestras de tejido hepatico de pacientes con HBC-ZG e
individuos sanos que provienen la base de datos GEO, habra un cierto efecto de lote, a
causa de que los lotes experimentales, los datos de expresion del chip de la plataforma
y los métodos de procesamiento de las muestras experimentales son distintos. El efecto
de lote hace referencia a la desviacion técnica sistematica, que no tiene relacion con el
estado biologico introducido por la muestra en los distintos procesamientos y
mediciones de los lotes. En ocasiones, una buena parte de los factores pueden ocasionar
efectos de lote, como las distintas condiciones experimentales, reactivos de diferentes
compaiias, diferentes lotes de reactivos, equipo de prueba, distintos operadores, tiempo
de desarrollo del experimento, diferentes lotes de secuenciacion, entre otros. Por ello,
en primer lugar, debemos eliminar, tanto como sea posible, los efectos por lotes,
mientras dure el anélisis de datos conjuntos. Para procesar efectos por lotes, utilizamos

la funcion ComBat del paquete sva.
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3.2.2. Expresion diferencial (ED)

Primeramente, se realizaron el filtrado y anotacion de miARNs y ARNm por
separado, en donde se seleccionaron los pertenecientes solamente a humanos. Con
posterioridad, se llevéd a cabo un filtrado de miARNs y ARNm, basado en la varianza
de los niveles de expresion de cada miARN y ARNm. Para este fin, se utilizo el paquete
de Bioconductor genefilter, con el fin de buscar los miARNs y ARNm que manifestaron
un mayor nivel de dispersion en los niveles de expresion entre las diferentes muestras.
Después, realizamos la ED de los miARNs y ARNm, por medio del test estadistico de
la t limma®%), Las técnicas de analisis de microarrays estandar se prueban para
comparar cada una de las sondas, de tal forma que se obtiene un p valor “bruto” para
cada miARN y ARNm. En este examen, pues, no se tiene en cuenta que la comparacion
global estd compuesta por cientos o miles de test, y que esto conlleva la necesidad de
corregir estos p valores, con el fin de minimizar el nimero de falsos positivos. En
muestro estudio, aguantamos el ajuste por FDR (del inglés: False Discovery Rate), que
se trata de una modificacion del ajuste por multiples comparaciones de Benjamini &

Hochberg*™?,
3.2.2.1. Analisis de ED de miARNSs en muestras de tejido hepatico

El anélisis de ED de miARNSs en las muestras de tejido hepatico, se dividi6 en dos

partes. Su esquema se muestra en la Figura 10.

® ED de miARNs entre HBC-ZG e individuos sanos (valor de corte: p. adjust < 0,01).

® ED de miARNSs en tres diferentes agrupaciones en pacientes con HBC-ZG (valor
de corte: p < 0,05 y |log FC| > log1,5).
» Andlisis de ED en funcién del nivel del ADNcce

Dividimos a los pacientes en dos grupos dependiendo del nivel de ADNccc
intrahepatico que tuvieran y usamos 1 copia/cel como estandar de agrupacion, porque
el valor medio de ADNcce en pacientes infectados por el VHB es de 0,01 a 1
copia/cel®’V. Ademas, Liang et al. reveld que el ADNccc intrahepatico basal > 1

copia/cel es un predictor independiente de la inflamaciéon hepatica®’?. Entones, el
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grupo de referencia (n = 7) estaria formado por los pacientes con ADNcce < 1 copia/cel,
mientras que el grupo de control (n = 6) estaria formado por los pacientes con ADNccc
> 1 copia/cel.

> Andlisis de ED en funcién de la gHBsAg

Con el fin de corregir la variacion que se encontré en funciéon de la variable
qHBsAg, se uso la presencia del antigeno HBeAg como covariable. Para realizar este
estudio se utilizd un modelo de interaccion entre ambas variables, en el que el grupo de
referencia para la variable principal lo formaban aquellos individuos que tenian una
cuantificacion de HBsAg < 10000 IU/mL, asi como los positivos para HBeAg. Asi pues,
en el modelo de interaccion, la totalidad de los pacientes que pertenecian al grupo de
referencia para algunas de las dos variables (o para las dos) formaron el nuevo grupo
de referencia del modelo conjunto, para el que, al final, se evalu6 la ED de los miARNS.

> Andlisis de ED en funcién de si lleva tratamiento antiviral durante un seguimiento

de tres aflos

El grupo de referencia (n = 8) estaba compuesto por aquellos pacientes que fueron
tratados con el tratamiento antiviral durante un seguimiento de tres afos, asi como el
grupo de control (n = 5), formado por pacientes que no habian recibido el tratamiento

antiviral durante un seguimiento de tres afos.
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Figura 10. Esquema de analisis de ED de miARNS en tejido hepatico.
3.2.2.2. Analisis de ED de ARNm en muestras de tejido hepatico

Dividimos en dos partes el analisis de ED de ARNm en muestras de tejido hepatico.

El esquema se muestra en la Figura 11.

® ED de ARNm entre HBC-ZG e individuos sanos (valor de corte: p. adjust < 0,01).

® ED de ARNm en tres distintas agrupaciones en pacientes con HBC-ZG (valor de
corte: p < 0,05y |logFC| > logl,5).

» Analisis de ED en funcién del nivel del ADNcce

El grupo de referencia (n = 7) estaria compuesto por los pacientes con ADNccc <
1 copia/cel, mientras que el grupo de control (n = 6) estaria formado por los pacientes

con ADNccc > 1 copia/cel.
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> Andlisis de ED en funcidén de la gHBsAg

El grupo de referencia (n = 8) seria formado por aquellos individuos con qHBsAg
< 10000 IU/mL y/o HBeAg positivo. Mientras que el grupo de control (n = 5) estaria
formado por los pacientes con gHBsAg > 10000 IU/mL y/o HBeAg negativo.

> Andlisis de ED en funcidn de si lleva tratamiento antiviral durante un seguimiento

de tres afios
El grupo de referencia (n = 8) estaba formado por aquellos pacientes que recibieron
un tratamiento antiviral, mientras que el grupo de control (n = 5), por los que no habian

recibido dicho tratamiento antiviral durante un seguimiento de tres afios.

[ ED de ARNm en tejido hepatico ]
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Figura 11. Esquema de analisis de ED de ARNm en tejido hepatico.
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3.2.2.3. Anadlisis de ED de miARNSs en muestras de plasma

Realizamos ED de miARNs en plasma, segun tres agrupaciones diferentes en
pacientes con HBC-ZG (valor de corte: p < 0,05y |logFC| > logl,5) (Figura 12).
» Analisis de ED en funcién del nivel del ADNcce

El grupo de referencia (n = 7) estaba formado por los pacientes con ADNccc < 1
copia/cel, mientras que el grupo de control (n =5) con ADNccc > 1 copia/cel.

> Andlisis de ED en funcién de la gHBsAg

El grupo de referencia (n = 7) estaba formado por aquellos individuos con qgHBsAg
< 10000 IU/mL y/o HBeAg positivo, mientras que el grupo de control (n = 5) estaba
formado por los pacientes con qgHBsAg > 10000 IU/mL y/o HBeAg negativo.

> Andlisis de ED en funcidn de si lleva tratamiento antiviral durante un seguimiento

de tres aflos

El grupo de referencia (n = 7) estaba compuesto por pacientes a los que se les puso
un tratamiento antiviral durante un seguimiento de tres afios, mientras que el grupo de
control (n = 5), por aquellos que no habian recibido el tratamiento antiviral durante un

seguimiento de tres afios.

{ ED de miARN en plasma (HBC-ZG) J

A \ 4 A\ 4

Tratamiento
ADNccc ‘ qHBsAg ‘ l antivisal

) Grupo referencia: :
Grupo referencia: Grupo referencia:
> _ —P»  gHBsAg<10000 > :
ADNCccc < 1 copialcel Si lleva tratamiento
1U/ml y/o HBeAg (+) \ /
—
Grupo control:
o # P Grupo control: L Grupo control:
ADNccc 2 1 copial/cel
gHBsAg = 10000 No lleva tratamiento
1U/ml y/o HBeAg (-) CEE——

Figura 12. Esquema de analisis de ED de miARNs en plasma.
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3.2.3. Analisis de enriquecimiento funcional

Se realizaron unos analisis de enriquecimiento funcional, como Gene Ontology
(GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA), para conseguir informaciéon relativas a las funciones
diferencialmente representadas en los distintos grupos del estudio. La ontologia GO
esta formada por tres categorias, que son: el proceso bioldgico (BP), la funcion
molecular (MF) y el componente celular (CC), que caracterizan a grupos de genes.
KEGG presenta redes de interacciones moleculares. El analisis de GSEA es un método
computacional que determina si un conjunto de genes definido a priori revela la
existencia de diferencias concordantes estadisticamente significativas entre dos estados
biologicos. Del listado obtenido con los ED de miARNSs se pasa a una lista con los
genes diferencialmente expresados y a la funcidon de estos grupos de genes. Para ello,
se utilizo6 el paquete clusterProfiler del software R, con el fin de proceder la realizacion
del andlisis de enriquecimiento de GO, KEGG y GSEA, con el objetivo de encontrar
las funciones comunes y las vias relacionadas de una gran cantidad de genes en el
conjunto de genes expresados diferencialmente. Cuando p < 0,05 se establecié como

punto de corte para la significacion.

3.2.4. Construccion de red miARN-ARNm en muestra de tejido hepatico

Utilizamos la funcion cor. test para obtener el coeficiente de correlacion de
Pearson, asi como su p valor. Como se sabe, los genes diana estaban regulados a la
inversa por los miARNSs, de manera que, cuanto mayor era el coeficiente de correlacion
(r), mayor era el efecto de regulacion mutua. Primeramente, se retienen las
interacciones que manifiestan una correlacion negativa, asi como los pares que existen
en la base de datos miRTarBase. El software Cytoscape (version 3.8.2) se empleo para
construir y analizar la red de interaccion miARN-ARNm. Después, tras filtrar los
valores de correlacion que tienen un p > 0,05, obtenemos aquellos resultados que tenian
un p < 0,05. Se consideran que los miARNs que estdn fuertemente correlacionados

negativamente con el gen diana cuandor <-0,7 y p <0,01.
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CAPITULO V: RESULTADOS
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1. METAANALISIS DE MICROARN EN CHC-VHB

1.1. Resultados de la investigacion

El proceso de seleccion de articulos se puede observar en el diagrama de flujo
detallado, tras realizar las busquedas independientes (Figura 13). Primeramente, se
identificaron un total de 3.764 articulos, tras la primera busqueda de articulos de
investigacion, de los cuales 818 eran de PubMed, 1.792 eran de Embase, 887 eran de
Web of Science, 120 eran de WanFang Database y 147 eran de CNKI. Se dejaron 3.117
articulos para la deteccion después de que se eliminaron 647 duplicados. Después de
revisar sus resumenes y titulos, se eliminaron 3.055 articulos, los cuales eran 2.197
estudios irrelevantes, 543 investigaciones realizadas en animales o lineas celulares, y
315 revisiones y cartas. Posteriormente, se leyeron los textos completos de los 62
articulos restantes, de los cuales se excluyeron 43. Finalmente, se incluyeron 32

estudios de 19 articulos en el metaanalisis actual.
1.2. Caracteristicas de los estudios elegibles

Las caracteristicas principales de los 19 articulos incluidos se resumen en la Tabla
4, que, como se aprecia, estan presentadas de forma ordenada por el afio de su
publicacion (2010-2021).

En total, en el estudio se incluyeron 2.590 pacientes con CHC-VHB y 1.963
controles. De todos ellos, 15 articulos se refieren a un solo miARN, y 4 articulos se
centraron en multiples miARNs. Ademas de todo ello, se utiliz6 la RT-qPCR con el fin
de detectar los niveles de expresion de miARN en muestras de suero en 15, y 4 que se
hicieron en muestras de plasma. La mayoria de los estudios provienen de China, en
donde la etnia dominante de los sujetos del estudio es la asiatica. Las evaluaciones de
calidad metodolégica de los articulos incluidos, de acuerdo con la herramienta

QUADAS-2, se muestran en un grafico de barras (Figura 14).
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Records identified through database searching (n = 3764)

PubMed (n = 818)
Embase (n = 1792)

Web of Science (n = 887)

Wan-fang Databases (n = 120)

Chinese National Knowledge Infrastructure (n = 147)

Records after duplicates removed (n = 647)

Literature search: examination of abstracts

Records excluded (n = 3055)

e Irelevant studies (n = 2197)

®  Not human studies (n = 543)

®  Reviews, letters, case report (n = 315)

Full-text articles assessed for eligibility (n = 62)

v

A 4

Full-text articles excluded (n = 43)
e  Nota case-control study (n = 17)
e  Without sufficient data (n = 26)

Final articles included in qualitative synthesis (n = 19)

A4

Studies included in meta-analysis (n = 32)

Figure 13. Diagrama de flujo de la seleccion de articulos.
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Tabla 4. Caracteristicas de los estudios incluidos.

Tamaiio de la muestra

Poder de diagnostico

Tipo de
Autor Afios Pais microARNs Modo*

Caso No. Control No. muestra Se Sp AUC
MiARN simple
Qi, .27 2011 China miR-122 Up CHC 70 HBC 48 Suero 0,78 0,58 0,63
Li, L.&7 2012 China miR-18a Up CHC 101 HBC+CH 30 Suero 0,77 0,70 0,78
Xie, Y.¢7 2014 China miR-101 Down CHC 67 CH 61 Suero 0,96 0,90 0,98
Yu, F.¢70 2015 China miR-150 Down CHC 120 HBC 110 Suero 0,79 0,77 0,88
Chen, Y. 2015  China miR-96 Up CHC 104 HBC 100 Suero 0,78 0,75 0,80
Ghosh, A.?7®) 2016 Indian miR-126 Up CHC 49 HBC+CH 38 Plasma 0,63 0,58 0,67
Ghosh, A.?27® 2016  Indian miR-142-3p Up CHC 49  HBC+CH 38 Plasma 0,32 091 0,55
Xiong, F.¢7 2016 China miR-99a Down CHC 32 HBC 30 Suero 0,84 0,57 0,69
Xiong, F.¢7) 2016 China miR-125b Down CHC 32 HBC 30 Suero 0,91 0,57 0,70
Xiong, F.¢7 2016  China miR-99a Up CHC 32 CH 30 Suero 0,97 0,56 0,70
Lin, L.89 2016 China miR-224 Up CHC 122 HBC+CH 135 Suero 0,87 0,71 0,84
Lin, L.280 2016 China miR-224 Up CHC 122 CH 61 Suero 0,87 0,67 0,83
Lin, L.289 2016 China miR-224 Up CHC 122 HBC 74 Suero 0,87 0,75 0,85
Chen, S.28D 2017 China miR-125b Down CHC 64 HBC 63 Plasma 0,94 0,86 0,96
Chen, S.8D 2017 China miR-125b Down CHC 64 CH 59 Plasma 0,89 0,88 0,96
Chen, S.28D 2017 China miR-125b Down CHC 31 HBC+CH 102 Plasma 1,00 0,76 0,94
Zhao, Q.82 2018 China miR-143 Down CHC 85 HBC 50 Suero 0,78 0,86 0,81
Zhao, Q.82 2018  China miR-145 Down  CHC 85 HBC 50 Suero 0,88 0,78 0,85
Xu, LJ.C8) 2018 China miR-125b Up CHC 100 HBC 100 Suero 0,81 0,87 0,80
Xu, L] 2018 China miR-125b Up CHC 100 CH 100 Suero 0,78 0,96 0,91
Moradi, N.2% 2019 Iran miR-214 Down  CHC 23 HBC 25 Plasma 0,85 043 0,52
Moradi, N.?% 2019 Iran miR-6510 Down CHC 23 HBC 25 Plasma 0,81 0,39 0,53
Moradi, N.8 2019 Iran miR-5193 Down  CHC 23 HBC 25 Plasma 0,80 0,82 0,82
Moradi, N.3% 2019 Iran miR-34a Down  CHC 23 HBC 25 Plasma 0,40 0,87 0,62
Zhang, W.(289) 2020 China miR-375 Down CHC 63 HBC 74 Suero 0,94 0,64 0,77
Cao, X.(2809) 2020 China miR-487b Up CHC 87 HBC 68 Suero 0,76 0,90 0,86
Li, X.®8) 2021 China miR-487b Up CHC 116 HBC 66 Suero 0,84 0,67 0,82
MiARN cluster
Li, LM.(?8%) 2010  China  miARN cluster Down  CHC 65 HBC 75 Suero 0,96 0,99 0,99
Zhou, J.%9 2011 China  miARN cluster Up CHC 196 HBC 72 Plasma 0,79 0,76 0,84
Zhou, J.2%9 2011 China  miARN cluster Up CHC 196 CH 56 Plasma 0,75 091 0,88
Tan, Y.2°0 2014  China  miARN cluster Up CHC 103 CH 78 Suero 0,82 0,85 0,89
Zhu, HT.?*D 2017 China  miARN cluster Up CHC 121 CH 63 Suero 0,79 0,79 0,86

Nota: *: Modo de regulacion; CHC: carcinoma hepatocelular; HBC: hepatitis B cronica; CH: cirrosis hepética; Up: up-regulado;

Down: down-regulado; Se: sensibilidad; Sp: especificidad; AUC: &rea bajo la curva.
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1.3. Precision diagnostica de los miARNSs circulantes en CHC-VHB

Las sensibilidades y especificidades de los miARNSs en 32 estudios, en los que se
incluyeron a 2.590 pacientes con CHC-VHB y 1.963 controles (HBC y CH-VHB), se
analizaron a través de Forest plot. Se presentd una heterogeneidad significativa entre
los estudios (I> = 83,25% para sensibilidad e I? = 82,34% para especificidad) y, por lo
tanto, el modelo de efectos aleatorios se selecciond en nuestro metaanalisis. Los
resultados agrupados se mostraron de la siguiente manera: sensibilidad, 0,83 (IC 95%:
0,79 - 0,87), especificidad, 0,78 (IC 95%: 0,73 - 0,83), PLR, 3,9 (IC 95%: 3,0 - 4,9),
NLR, 0,21 (IC 95%: 0,16 - 0,27), DOR, 18 (IC 95%: 12 - 27) y AUC fue 0,88 (IC 95%:
0,85 - 0,91). Los resultados evidenciaron que los miARNs circulantes tenian una

excelente precision diagnoéstica para pacientes con CHC-VHB (Figura 15).

1.4. Valor diagnostico de miR-125b en CHC-VHB

De entre todos, hay 6 estudios dirigidos al miR-125b como marcador de
diagnostico para CHC-VHB, en el que se incluyen a 391 pacientes con CHC-VHB y
454 controles. La sensibilidad combinada fue 0,89 (IC 95%: 0,82 - 0,94), la
especificidad fue 0,85 (IC 95%: 0,74 - 0,92), la PLR fue 5,5 (IC 95%: 3,9 - 9,9), laNLR
fue 0,13 (IC 95%: 0,08 - 0,21), la DOR fue de 47 (IC 95%: 26 - 83) y el AUC fue de
0,94 (IC 95%: 0,91 - 0,96). Los resultados indicaron que el miR-125b tiene una alta

precision diagndstica en el diagndstico de pacientes con CHC-VHB (Figura 16).
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CHC-VHB.
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Figura 16. Diagrama de bosque de (A) sensibilidad, (B) especificidad, (C) area bajo la curva
(AUC) y (D) diagrama de embudo de miR-125b para diagnosticar pacientes con CHC-VHB.
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1.5. Analisis de metarregresion

Realizamos un andlisis de metarregresion para explorar posibles fuentes de

heterogeneidad entre los estudios en términos de sensibilidad y especificidad, segtn el

pais de origen, perfil de miARN, modo de regulacion, tipo de control, tamafio y tipo de

muestra. El analisis de metarregresion mostré que el pais puede ser un factor que

explique la heterogeneidad de la sensibilidad (p < 0,05), y el perfil de miARN y el

tamafio de muestra pueden considerarse como fuentes potenciales para heterogeneidad

de la especificidad (p < 0,05) (Figura 17).

Univariable Meta-regression & Subgroup Analyses

*country 4 —8—
micrornas - —Te—
regulationmode - —te—
typeofcontrol e
samplesize —e—
specimen . —e— .
0.60 0.93

*p<0.05, **p<0.01, **p=0.001

Sensitivity(95% CI)

country 4 ——&—
*micrornas - —e—
regulationmode ———
typeofcontrol 5 o
*samplesize - e
specimen . —— .
0.61 0.96

Specificity(95% CI)
*p=0.05, **p=<0.01, **p=0.001

Figura 17. Diagramas de bosque de metarregresion multivariable para sensibilidad

especificidad.
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1.6. Analisis de subgrupos

Los analisis de subgrupos se realizaron con el fin de localizar fuentes probables de
heterogeneidad. Se llevaron a cabo segun el pais, el perfil de miARN, el modo de
regulacion, tipo de control, tamafio y tipo de muestra. La sensibilidad, especificidad,
PLR, NLR, DOR y AUC agrupadas para cada analisis de subgrupos se enumeran en la
Tabla 5. Encontramos que los estudios con la poblacion china evidenciaron un mejor
valor diagnéstico que otra poblacion: sensibilidad (0,85 vs. 0,64), especificidad (0,80
vs. 0,71), PLR (4,2 vs. 2,2), NLR (0,19 vs. 0,51), DOR (22 vs. 4), y AUC (0,90 vs. 0,72).
El ensayo con los clusters de miARN exhibié un mejor valor diagnostico que miARN
simples: sensibilidad (0,83 vs. 0,84), especificidad (0,89 vs. 0,76), PLR (7,3 vs. 3,5),
NLR (0,20 vs. 0,21), DOR (37 vs. 16), y AUC (0,91 vs. 0,87). Asimismo, la capacidad
del miARN para distinguir el CHC-VHB del CH-VHB es mejor que el HBC:
sensibilidad (0,85 vs. 0,83), especificidad (0,85 vs. 0,76), PLR (5,6 vs. 3,5), NLR (0,17
vs. 0,22), DOR (31 vs. 16), y AUC (0,91 vs. 0,87). Por otro lado, los estudios con tamaio
de muestra superior a 100 mostraron un mejor rendimiento: sensibilidad (0,85 vs. 0,77),
especificidad (0,82 vs. 0,66), PLR (4,6 vs. 2,2), NLR (0,19 vs. 0,35), DOR (24 vs. 6) y
AUC (0,90 vs. 0,77). Respecto del tipo de muestra, el analisis en suero mostr6 un valor
diagnostico un poco mas alto que en plasma: sensibilidad (0,84 vs. 0,80), especificidad
(0,78 vs. 0,78), PLR (3,9 vs. 3,7), NLR (0,20 vs. 0,26), DOR (20 vs. 14) y AUC (0,89
vs. 0,86). Ademas, los miARNs down-regulados mostraron una mejor precision
diagndstica que los miARNs up-regulados: sensibilidad (0,88 vs. 0,79), especificidad
(0,78 vs. 0,79), PLR (4,0 vs. 3,8), NLR (0,15 vs. 0,26), DOR (26 vs. 14) y AUC (0,91
vs. 0,86).

1.7. El sesgo de publicacion

El sesgo de publicacion de los estudios incluidos se verifico mediante la prueba de
diagrama de embudo de Deeks. El resultado de la prueba de Deeks agrupada para
estudio general fue p = 0,35 (Figura 15D) y el de la prueba de Deeks para miR-125b
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fue p = 0,88 (Figura 16D), lo que indic6 que, en este metaanalisis, no hay sesgo de

publicacion significativo.

Tabla 5. Resumen de estimaciones del poder diagndstico y sus intervalos de confianza

del 95%.
Subgrupos Se (IC 95%) Sp IC 95%) PLR (IC95%) NLRIC95%) DORJIC95%) AUC (IC 95%)
Pais
China 0,85[0,82-0,88] 0,80 [0,74-0,84] 4,2 [3,3-5,3] 0,19 [0,15-0,23] 22 [15-32] 0,90 [0,87-0,92]
Non-China 0,64 [0,45-0,80] 0,71 [0,49-0,86] 2,2 [1,4-3,4] 0,51 [0,36-0,71] 4[3-7] 0,72 [0,68-0,76]
Perfil de miARN
MiARN simple 0,84 [0,78-0,88] 0,76 [0,70-0,81] 3,5 [2,8-4,4] 0,21 [0,16-0,28] 16 [11-24] 0,87 [0,84-0,90]
MiARN cluster 0,83 [0,74-0,89] 0,89 [0,75-0,95] 7,3 [3,0-17,7] 0,20 [0,12-0,33] 37 [10-144] 0,91 [0,88-0,93]
Modo de regulacién
Up-regulado 0,79 [0,74-0,84] 0,79 [0,72-0,84] 3,8 [2,9-4,9] 0,26 [0,21-0,33] 14 [10-21] 0,86 [0,83-0,89]
Down-regulado 0,88 [0,82-0,93] 0,78 [0,68-0,86] 4,0 [2,6-6,1] 0,15 [0,09-0,24] 26 [12-57] 0,91 [0,88-0,93]
Tipo de control
HBC 0,83 [0,79-0,87] 0,76 [0,68-0,83] 3,5 [2,6-4,8] 0,22 [0,17-0,28] 16 [10-26] 0,87 [0,84-0,90]
CH-VHB 0,85[0,79-0,90] 0,85[0,75-0,91] 5,6 [3,4-9,1] 0,17 [0,12-0,24] 31 [18-58] 0,91 [0,89-0,94]
HBC+ CH-VHB 0,79 [0,49-0,94] 0,75 [0,64-0,83] 3,1 [2,1-4,7] 0,28 [0,10-0,81] 11 [3-42] 0,80 [0,77-0,84]
Tamafio de la muestra
<100 0,77 [0,60-0,88] 0,66 [0,52-0,78] 2,2 [1,7-3,0] 0,35[0,22-0,57] 6 [4-11] 0,77 [0,73-0,80]
>100 0,8510,81-0,87] 0,82 [0,77-0,86] 4,6 [3,6-6,0] 0,19 [0,16-0,23] 24 [16-36] 0,90 [0,87-0,92]
Tipo de la muestra
Suero 0,84 [0,81-0,87] 0,78 [0,72-0,84] 3,9 [2,9-5,2] 0,20 [0,16-0,24] 20 [13-30] 0,89 [0,85-0,91]
Plasma 0,80 [0,65-0,89] 0,78 [0,67-0,87] 3,7 [2,4-5,7] 0,26 [0,15-0,46] 14 [6-32] 0,86 [0,82-0,88]

Nota: HBC: hepatitis B cronica; CH-VHB: cirrosis hepatica relacionado con el VHB; Se: sensibilidad; Sp: especificidad; PLR:

razon de verosimilitud positiva; NLR: razon de verosimilitud negativa; AUC: area bajo la curva; IC: intervalo de confianza.
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2. CORRELACION ENTRE ADNCCC Y MARCADORES

VIROLOGICOS EN PACIENTES CON HBC-ZG

2.1. Caracteristicas de la poblacion

La poblacion de estudio estaba formada por 13 individuos de HBC-ZG, los cuales
tenian una edad media de 46,6 afios. Los hombres representaban el 38,5% y las mujeres

el 61,5%. Las caracteristicas biologicas e histologicas de dichos sujetos se especifican

en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas biologicas e histoldgicas (n=13). Los valores se expresan

mediante media + desviacion estandar o porcentaje.

Caracteristicas bioldgicas (n = 13)

AST (U/L) 36,9 + 28,7 ALT (U/L) 44,5 +£43.4
GTT (U/L) 20,9 +£12,5 Fosfatasa alcalina (U/L) 60,9 +242
Proteina total (g/dL) 7,1£0,5 Bilirrubina total (mg/dL) 0,6+0,2
Colinesterasa 8862 + 3342  Lactato deshidrogenasa (U/L)  258,5+273,7
Creatinina (U/L) 0,8+£0,2 Colesterol (mg/dL) 193,4 +284
Triglicéridos (mg/dL) 89,2 +442 HDL (mg/dL) 62,3+15,6
LDL (mg/dL) 110,4 £25,2  indice de Forns 39+1,4
fndice de APRI 0,5+0,5 fndice de FIB-4 1,3+1,0
Glucemia (mg/dL) 115,2+103,8 HOMA 1,3+0,7
Hemoglobina (g/dL) 13,7£1,5 Plaquetas (K/uL) 205,8 £ 64,5
INR 1,04 £ 0,03 Tiempo de protrombina (seg) 13,4+0,4

Tiempo de cefalina (seg) 33,7 +4,9 Actividad de protrombina (%) 92,9+54

Caracteristicas histologicas (n = 13)

Nivel de infiltracion portal ~ Nivel de infiltracion lobulillar Nivel de fibrosis
Nivel 0 -1 (n=4) 30,8%  Nivel 0 -1 (n=5) 38,5% Nivel 0 - 1 (n=5) 53,9%

Nivel 2-4 (n=9) 69,2% Nivel2-4(n=8)  61,5%  Nivel 2-4 (n=8) 46,1%
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2.2. Correlacion entre ADNcce y marcadores virologicos

2.2.1. Correlacion entre los niveles séricos de ARNpg-VHB y los indicadores de

replicacion intrahepatica

En pacientes con HBC-ZG presenciaron correlaciones positivas significativas
entre los niveles séricos de ARNpg-VHB con ADNcce intrahepatico, ADN-VHB
intrahepatico total y ARNpg-VHB intrahepatico (r = 0,790, p = 0,001, r = 0,800, p =
0,002, y r = 0,650, p = 0,020, respectivamente) (Figura 18).

3 o 1500 -
£ 8
g 40 - Ke!
R i)
Q 2
S 304 P 1000 +
B 2
5 g
S 20 - L £
£ E 500 H
8 10 1 o
‘Zd Spearman z Spearman
o) . r=0.790 Z oA r=0.800
< 01 P =0.001 F P = 0.002
T T T T T T T 1
0 10000000 20000000 30000000 0 10000000 20000000 30000000
ARNpg-VHB en suero (copies/mL) ARNpg-VHB en suero (copies/mL)

700000 A
) O
E
172}
9
& 500000
2
Q
ks
=
Q
£ 300000
o
E
[a4]
T
=< 100000
(=)}
o
4
4
<

-100000

. T T
0 100000002000000030000000
ARNpg-VHB en suero (copies/mL)

Figura 18. La correlacion entre los niveles séricos de ARNpg-VHB y los indicadores de
replicacion intrahepatica. (A): La correlacion entre los niveles séricos de ARNpg-VHB y
ADNccc intrahepatico; (B): La correlacion entre los niveles séricos de ARNpg-VHB y ADN-
VHB intrahepatico total; (C): La correlacion entre los niveles séricos de ARNpg-VHB y
ARNpg-VHB intrahepatico.
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2.2.2. Correlacion entre los niveles séricos de ADN-VHB y los indicadores de

replicacion intrahepatica

En HBC-ZG hubo correlaciones positivas significativas entre los niveles séricos
de ADN-VHB con ADNccc intrahepatico, ADN-VHB intrahepatico total y ARNpg-
VHB intrahepatico (r = 0,660, p = 0,013, r= 0,770, p = 0,002 y r = 0,690, p = 0,010,

respectivamente) (Figura 19).
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Figura 19. La correlacién entre los niveles séricos de ADN-VHB y los indicadores de
replicacion intrahepatica. (A): La correlacion entre los niveles séricos de ADN-VHB y ADNccc
intrahepatico; (B): La correlaciéon entre los niveles séricos de ADN-VHB y ADN-VHB
intrahepatico total; (C): La correlacion entre los niveles séricos de ADN-VHB y ARNpg-VHB

intrahepatico.
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2.2.3. Correlacion entre los niveles séricos de qHBsAg y los indicadores de

replicacion intrahepatica

En HBC-ZG se vieron correlaciones positivas significativas entre los niveles
séricos de qHBsAg y ADNccc intrahepatico (r = 0,730, p = 0,004). Pero, no hubo
correlaciones entre los niveles séricos de qHBsAg con ADN-VHB intrahepatico total y
ARNpg-VHB intrahepatico (r = 0,410, p = 0,163 y r = 0,390, p = 0,189,

respectivamente).

2.2.4. Correlacion entre los niveles séricos de AST, ALT y los indicadores de

replicacion intrahepatica

En HBC-ZG no se vieron correlaciones entre los niveles séricos de AST con
ADNccc intrahepatico, ADN-VHB intrahepatico total y ARNpg-VHB intrahepatico (r
= 0,470, p = 0,103, r = 0,390, p = 0,190 y r = 0,340, p = 0,254, respectivamente).
Ademas, tampoco se detectaron correlaciones entre los niveles séricos de ALT con
ADNccc intrahepatico, ADN-VHB intrahepatico total y ARNpg-VHB intrahepatico (r
=0,420,p=10,150,r=0,470, p= 0,120 y r = 0,240, p = 0,132, respectivamente).

2.2.5. Correlacion entre ADNccce y los hallazgos histopatologicos

En HBC-ZG no hubo correlaciones entre los niveles de ADNccce intrahepatico con
el grado de inflamacion portal, el grado de inflamacién lobulillar y el grado de fibrosis

(r=0,400,p=0,174,r= 0,300, p= 0,326 y r = 0,000, p = 1,000, respectivamente).
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3. ANALISIS BIOINFORMATICO: MICROARNS EN HBC-ZG

3.1. Preprocesamiento de los datos

3.1.1. Preprocesamiento de miARNs en muestras de tejido hepatico

En total, hemos manejado 13 muestras de tejido hepatico, que hemos utilizado
para hacer los microarrays. Asi pues, mediante la realizacion del control de calidad
previo al procesamiento comprobamos no partimos de unos datos de mala calidad.
Seguidamente, normalizamos los datos con el objetivo de comparar la intensidad entre
diferentes sondas del microarray, asi como entre todos los microarrays. Las diferencias
observadas en la distribucion de la sefal de intensidades de las sondas se corrigieron

después del proceso de normalizacion (Figura 20).

Figura 20. (A) Distribucion de los datos preprocesados de miARNs en tejido hepatico; (B)
Distribucion de los datos normalizados de miARNs en tejido hepatico; (C) Diagrama de caja
de los datos preprocesados de miARNS en tejido hepatico; (D) Diagrama de caja de los datos

normalizados de miARNSs en tejido hepatico.
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3.1.2. Preprocesamiento de ARNm en muestras de tejido hepatico

Como hemos adelantado arriba, manejamos un total de 13 muestras de tejido
hepatico para hacer los microarrays. Igual que en el caso anterior, gracias a la
realizacion del control de calidad previo al procesamiento, comprobamos que no
partiamos de unos datos de mala calidad. Asi pues, se corrigieron posteriormente las
diferencias observadas en la distribucion de la senal de intensidades de las sondas,

mediante la normalizacién de los datos (Figura 21).
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Figura 21. (A) Distribucion de los datos preprocesados de ARNm en tejido hepatico; (B)
Distribucion de los datos normalizados de ARNm en tejido hepatico; (C) Diagrama de caja de
los datos preprocesados de ARNm en tejido hepatico; (D) Diagrama de caja de los datos

normalizados de ARNm en tejido hepatico.
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3.1.3. Preprocesamiento de miARNs en muestras de plasma

A causa de la pérdida de una muestra de plasma, logramos tener un total de 12
plasmas para realizar los microarrays. De este modo, a través de la realizacion del
control de calidad previo al procesamiento, pudimos observar que los datos eran de
buena calidad. A continuacion, mediante la normalizacion de los datos, comparamos la
intensidad existente entre diferentes sondas del microarray, asi como entre todos los
microarrays. Las diferencias observadas en la distribucion de la sefial de intensidades

de las sondas se corrigieron tras el proceso de la normalizacion (Figura 22).
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Figura 22. (A) Distribucion de los datos preprocesados de miARNs en plasma; (B)
Distribucion de los datos normalizados de miARNSs en plasma; (C) Diagrama de caja de los
datos preprocesados de miARNs en plasma; (D) Diagrama de caja de los datos normalizados

de miARNSs en plasma.

97



3.1.4. Procesamiento de datos combinados del HBC-ZG e individuos sanos en

tejido hepatico

En primer lugar, combinamos los miARNs del HBC-ZG e individuos sanos en
tejido hepatico, en donde pudimos observar diferencias significativas en las dos
plataformas (Figura 23A). Después de la normalizacién y de eliminar el efecto de lote,
se corrigieron las diferencias observadas antes de la normalizacion (Figura 23B). En
segundo lugar, combinamos los datos de ARNm. Como se muestra en las Figura 23C y
23D, los ARNm son significativamente diferentes en las dos plataformas antes de la

normalizacion y las diferencias observadas se corrigieron después de normalizacion.
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Figura 23. (A) Diagrama de caja de miARNS s preprocesados entre HBC-ZG e individuos sanos
en tejido hepatico; (B) Diagrama de caja de miARNs normalizados entre HBC-ZG e individuos
sanos en tejido hepatico; (C) Diagrama de caja de ARNm preprocesados entre HBC-ZG ¢
individuos sanos en tejido hepatico; (D) Diagrama de caja de ARNm normalizados entre HBC-

ZG e individuos sanos en tejido hepatico.
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3.2. Expresion diferencial

3.2.1. ED de miARNs en muestra de tejido hepatico
3.2.1.1. ED de miARNSs entre HBC-ZG e individuos sanos

Del analisis de ED de miARNSs en tejido hepatico entre HBC-ZG e individuos
sanos, se lograron 52 miARNSs con ED (p. adjust < 0,01). Debido a que la plataforma
de las muestras es distinta, el nivel de expresion alcanzado en las muestras de individuos
sanos es representado por los datos después del proceso de normalizacion y procesar el
efecto de lote, y en donde no representa el nivel real de expresion del chip. Por ello, no
limitamos el valor de Fold Change (FC), debido a que el valor de FC depende de la
expresion absoluta del chip. La lista de los ED de los miARNSs obtenidos se detalla en
la Tabla 7, en donde que puede observar la presencia de 38 miARNSs up-regulados y 14
miARNS que estan down-regulados. Entre ellos, la expresion de miR-199b-5p, miR-
23b-3p estan up-regulados, y miR-29c-3p estd down-regulado. EI mapa de calor
correspondiente se muestra en la Figura 24. Los niveles de expresion de miR-199b-5p,
miR-23b-3p y miR-29¢-3p entre HBC-ZG e individuos sanos se muestran en la Figura

25.
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Tabla 7. ED de miARNSs en tejido hepético entre pacientes con hepatitis B en zona gris

e individuos sanos.

MiARN P p. adjust MiARN p p. adjust
hsa-miR-4454 1,41E-10  2,70E-07 hsa-miR-4716-5p 1,18E-05 0,000833978
hsa-miR-6089 1,29E-08 1,23E-05 hsa-miR-2355-3p 1,25E-05 0,000834573
hsa-miR-122-5p 1,94E-08 1,24E-05 hsa-miR-5192 1,27E-05 0,000834573
hsa-miR-26a-5p 9,06E-08 4,33E-05 hsa-miR-518e-5p 1,31E-05 0,000834573
hsa-miR-1303 1,49E-07  5,66E-05 hsa-miR-29¢-3p 1,51E-05 0,000930724
hsa-miR-199b-5p 1,97E-07  5,66E-05 hsa-miR-4511 1,58E-05 0,00094309
hsa-miR-488-5p 2,09E-07  5,66E-05 hsa-miR-642a-5p 1,85E-05 0,001072043
hsa-miR-4286 2,64E-07  5,66E-05 hsa-miR-1323 2,68E-05 0,001507782
hsa-miR-21-5p 2,92E-07  5,66E-05 hsa-miR-3191-5p 3,44E-05 0,001881446
hsa-miR-92a-3p 2,96E-07  5,66E-05 hsa-miR-3158-3p 6,06E-05 0,00321939
hsa-miR-3665 5,51E-07  9,58E-05 hsa-miR-4662a-3p 6,24E-05 0,003226715
hsa-miR-544a 8,29E-07  0,000132298  hsa-miR-3167 6,94E-05 0,003494243
hsa-miR-5582-5p 9,39E-07  0,000138304  hsa-miR-3939 7,48E-05 0,003646027
hsa-miR-5739 1,04E-06  0,000141766  hsa-miR-4303 7,62E-05 0,003646027
hsa-miR-3126-5p 1,73E-06 ~ 0,000220713  hsa-miR-3176 8,42E-05 0,00393078
hsa-miR-4787-5p 2,38E-06  0,000285188  hsa-miR-4493 9,67E-05 0,004408026
hsa-miR-23b-3p 2,69E-06  0,000303022  hsa-miR-4420 0,0001142 0,005081212
hsa-miR-451a 3,64E-06  0,00038674 hsa-miR-518c-3p 0,000134165  0,005836194
hsa-miR-5100 4,68E-06  0,000471628  hsa-miR-519e-5p 0,000138994  0,005861753
hsa-miR-4459 7,89E-06  0,000755105  hsa-miR-1972 0,000143725  0,005861753
hsa-miR-4495 9,18E-06  0,000833978  hsa-miR-4769-5p 0,000146019  0,005861753
hsa-miR-642a-3p 9,64E-06  0,000833978  hsa-miR-5003-3p 0,000147025  0,005861753
hsa-miR-4636 1,01E-05  0,000833978  hsa-miR-24-3p 0,000150066  0,005861753
hsa-miR-4516 1,08E-05  0,000833978  hsa-miR-1202 0,000210864  0,008071857
hsa-miR-3960 1,12E-05  0,000833978  hsa-miR-129-5p 0,000219163  0,008225066
hsa-miR-3925-5p 1,16E-05  0,000833978  hsa-miR-455-3p 0,000245276  0,00902806
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Figura 24. Mapa de calor de los ED de miARNs entre HBC-ZG e individuos sanos en muestra
de tejido hepatico.
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Figura 25. Los niveles de expresion de (A) miR-199b-5p, (B) miR-23b-3p y (C) miR-29¢-3p

entre HBC-ZG e individuos sanos.

101



3.2.1.2. ED de miARNSs en funcion del nivel del ADNccce

Del estudio de ED de miARNs en funcion del nivel de ADNccce se lograron 19 ED

de miARNSs (p < 0,05 y [logFC| > log1,5), entre los cuales hay 7 miARNs que estan up-

regulados y 12 miARNSs que estan down-regulados. Entre ellos, la expresion de miR-

4295 y miR-4271 estan down-regulados, miR-1281, miR-8071 y miR-575 estan up-

regulados. La lista de los ED de miARNs obtenidos se detalla en la Tabla 8. El grafico

de volcan y el mapa de calor correspondientes se muestran en la Figura 26. Los niveles

de expresion de miR-4295, miR-4271, miR-1281, miR-8071 y miR-575 segtn el nivel

de ADNccce se muestran en la Figura 27.

Tabla 8. ED de miARNSs en tejido hepatico segun el nivel del ADNcce.

MiARN logFC p MiARN logFC p
hsa-miR-3127-3p -0,5109266  0,0009641625 hsa-miR-8071 0,5721555 0,0243396751
hsa-miR-4295 -0,4325373 0,0026442244 hsa-miR-1184 -1,3228400  0,0294136390
hsa-miR-4319 0,4584928 0,0042367844 hsa-miR-6744-5p -0,4429873 0,0300972514
hsa-miR-7702 -0,5109432  0,0049672135 hsa-miR-4758-3p 0,4267034 0,0337243156
hsa-miR-4271 -0,5531198 0,0065058301 hsa-miR-6848-5p -0,6189110  0,0356082829
hsa-miR-6842-5p 0,4515115 0,0102891657 hsa-miR-575 0,6128658 0,0389215042
hsa-miR-1281 1,1073487 0,0163867099 hsa-miR-6511b-3p -0,4150877  0,0432125178
hsa-miR-5094 -0,4614936  0,0169013305 hsa-miR-7106-5p 0,4435691 0,0453312829
hsa-miR-4529-3p -0,4533420  0,0193707378 hsa-miR-5006-5p -0,7812021 0,0478816617
hsa-miR-4632-3p -0,4205945  0,0227768875
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Figura 26. (A) El grafico de volcan de ED de miARNSs en tejido hepatico segun el nivel del
ADNccc; (B) Mapa de calor de ED de miARNSs en tejido hepatico segun el nivel del ADNcce.
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3.2.1.3. ED de miARNSs en funcion de qHBsAg

Del estudio de ED de miARNs en funcion de qHBsAg se obtuvieron 41 ED de
miARNSs (p < 0,05 y [logFC| > logl,5), entre los cuales hay 21 miARNs que estan up-
regulados y 20 miARNSs que estan down-regulados. Entre ellos, la expresion de miR-
103a-3p, miR-106b-5p y miR-181a-5p estan up-regulados, y miR-519d-3p esta down-
regulado. La lista de los ED de los miARNS s logrados se detalla en la Tabla 9. El grafico
de volcan y el mapa de calor correspondientes se muestran en la Figura 28. Los niveles
de expresion de miR-103a-3p, miR-106b-5p, miR-519d-3p y miR-181a-5p seglin grupo
de gHBsAg se exponen en la Figura 29.

Tabla 9. ED de miARNSs en tejido hepatico segun qHBsAg.

MiARN logFC p MiARN logFC p
hsa-miR-6842-5p -0,5398865 0,001396738 hsa-miR-27a-3p 2,168103 0,028542
hsa-miR-6769a-5p -0,4982181 0,003004884 hsa-miR-2861 -1,38493 0,030599
hsa-miR-8064 0,5312516 0,005554571 hsa-miR-5006-5p 0,86095 0,030608
hsa-miR-3127-3p 0,4530150 0,007477369 hsa-miR-7106-5p -0,4818 0,031658
hsa-miR-1293 -0,4083503 0,012582888 hsa-miR-4787-5p -1,10828 0,03227
hsa-miR-6763-3p 0,4201551 0,016130117 hsa-miR-4786-3p -0,77856 0,032631
hsa-let-7d-3p 0,8091149 0,017419709 hsa-miR-6722-3p 1,193015 0,0341
hsa-miR-8071 -0,6105844 0,017670384 hsa-miR-4646-3p -0,42161 0,035427
hsa-miR-181a-5p 2,6148544 0,017936194 hsa-miR-3960 -0,88678 0,036304
hsa-miR-7702 0,4572419 0,018693778 hsa-miR-4484 1,085138 0,036689
hsa-miR-486-5p 2,9021953 0,018721815 hsa-miR-4539 -0,75045 0,038228
hsa-miR-6821-3p -0,4439273  0,019383751  hsa-miR-103a-3p 1,99484 0,040244
hsa-miR-6085 -0,8204965 0,020027216 hsa-miR-3619-5p -1,33278 0,040438
hsa-miR-23a-3p 2,4915566 0,020120311 hsa-miR-1281 -0,99459 0,040747
hsa-miR-4666a-5p 0,4154665 0,020123721 hsa-miR-766-3p 0,443452 0,04191
hsa-miR-106b-5p 2,1996878 0,021930807 hsa-miR-6821-5p -1,16403 0,042003
hsa-miR-4298 1,7678689 0,023073942 hsa-miR-28-3p 2,090953 0,043689
hsa-miR-519d-3p -0,5395939 0,023709461 hsa-miR-6880-5p 0,840792 0,045181
hsa-miR-3665 -1,0786392 0,027077714 hsa-miR-1233-5p -1,22357 0,045368
hsa-miR-3135b 1,5327053 0,027773556 hsa-miR-943 -0,41131 0,048825
hsa-miR-6848-5p 0,657703 0,027822
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Figura 28. (A) El grafico de volcan de ED de miARNSs en tejido hepatico segun qHBsAg; (B)

Mapa de calor de ED de miARNSs en tejido hepatico segin qHBsAg.
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3.2.1.4. ED de miARNS en funcion de tratamiento antiviral

Del estudio de ED de los miARNs en funcion de tratamiento antiviral se
obtuvieron 21 ED de miARNs (p < 0,05 y |logFC| > logl,5), entre los que hay 3
miARNSs que estan up-regulados y 18 miARNs que estan down-regulados. Entre ellos,
la expresion de miR-6845-5p, miR-4786-3p y miR-6800-3p estan down-regulados. La
lista de los ED de miARNSs logrados se detalla en la Tabla 10. El grafico de volcan y el
mapa de calor correspondientes se muestran en la Figura 30. Los niveles de expresion
de miR-6845-5p, miR-4786-3p y miR-6800-3p en funcion de tratamiento antiviral se

pueden observar en la Figura 31.

Tabla 10. ED de miARNSs en tejido hepatico en funcion de tratamiento antiviral.

miARN logFC P miARN logFC P

hsa-miR-4786-3p -1,0748718 0,0009627045 hsa-miR-6806-3p 1,7560811 0,0138155809

hsa-miR-600 -0,5564231 0,0011008051 hsa-miR-6508-5p -0,4281426 0,0165620117
hsa-miR-365a-3p -0,7442373 0,0058156960 hsa-miR-449b-3p -0,4557648 0,0172179709
hsa-miR-365b-3p -0,7442373 0,0058156960 hsa-miR-6782-5p -0,7305518 0,0206834191

hsa-miR-553 -0,4921500 0,0067317371 hsa-miR-4717-3p -0,7487536 0,0229571651

hsa-miR-1825 -0,5205601 0,0085694853 hsa-miR-671-3p -0,4055788 0,0264098189
hsa-miR-6845-5p -0,4211670 0,0090013737 hsa-miR-1281 -1,0382067 0,0315462926
hsa-miR-6777-5p 0,6352397 0,0094053782 hsa-miR-6511b-3p 0,4304547 0,0402840748
hsa-miR-7106-5p -0,5544729 0,0104322015 hsa-miR-4433b-3p -0,8732049 0,0433301488
hsa-miR-522-3p -0,4346260 0,0120394633 hsa-miR-191-3p -0,61567 0,044979
hsa-miR-6800-3p -0,4593651 0,0132401099
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Figura 30. (A) El grafico de volcan de ED de miARNs en tejido hepatico en funcion de

tratamiento antiviral; (B) Mapa de calor de ED de miARNSs en tejido hepatico en funcion de

tratamiento antiviral.

2.5

2.01

exprs
o

1.04

0.51

group . Antiviral treatment . No antiviral treatment

limma p = SeOIa

group . Antiviral treatment . No antiviral treatment
4
limma p = 9.63e-04

3

exprs
-

2

1.

Antiviral treatment No antiviral treatment
hsa-miR-6845-5p

group - Antiviral treatment . No antiviral treatment

limma p = 1.32e-02

Antiviral treatment No antiviral treatment
hsa-miR-4786-3p

Antiviral freatment No antivira'I treatment
hsa-miR-6800-3p

Figura 31. Los niveles de expresion de (A) miR-6845-5p, (B) miR-4786-3p y (C) miR-6800-

3p en tejido hepatico en funcion de tratamiento antiviral.

107



padj

3.2.2. ED de ARNm en muestra de tejido hepatico

3.2.2.1. ED de ARNm entre HBC-ZG e individuos sanos

Se obtuvieron 1.110 ED de ARNm (p. adjust <0,01) en tejido hepatico entre HBC-
ZG e individuos sanos. Cuando se restringe ain mas |logFC| > log 2, se mostré 383 ED
de ARNmM, de los cuales 128 estan up-regulados y 255 estan down-regulados. Entre
ellos, la expresion de SMARCEL, TXNRD1 y FOSB estan down-regulados, y XPO5
estd up-regulado. El grafico de volcan y el mapa de calor correspondientes se muestran
en la Figura 32. Los niveles de expresion de SMARCEL, TXNRD1, FOSB y XPO5

entre HBC-ZG e individuos sanos se muestran en la Figura 33.
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Figura 32. (A) El grafico de volcan de ED de ARNm entre HBC-ZG e individuos sanos en
muestra de tejido hepatico; (B) Mapa de calor de ED de ARNm entre HBC-ZG e individuos

sanos en muestra de tejido hepatico.
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Figura 33. Los niveles de expresion de (A) SMARCEL, (B) TXNRDI, (C) FOSB y (D) XPO5

entre HBC-ZG e individuos sanos en muestra de tejido hepatico.

3.2.2.2. ED de ARNm en funcion del nivel del ADNcce

Del estudio de ED de ARNm en funcién del nivel de ADNccc, se consiguieron 340
ARNm (p < 0,05 y |logFC| > logl,5), entre los cuales hay 180 ARNm que estan up-
regulados y 160 ARNm que estan down-regulados. Entre ellos, la expresion de ZNF224
y SMYDS5 estan up-regulados, KPNA2, GPN2, TMEM184B y POLD3 estan down-
regulados. El grafico de volcan y el mapa de calor correspondientes se exponen en la
Figura 34. Los niveles de expresion de ZNF224, SMYDS5, KPNA2, GPN2,
TMEM184B y POLD3 segtin grupo de ADNccc se pueden observar en la Figura 35.
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Figura 34. (A) El grafico de volcan de ED de ARNm en tejido hepatico segun el nivel del
ADNcecc; (B) Mapa de calor de ED de ARNm en tejido hepatico segtn el nivel del ADNccc.
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Figura 35. Los niveles de expresion de (A) ZNF224, (B) SMYDS, (C) KPNA2, (D) GPN2, (E)
TMEM184B y (F) POLD3 segun el nivel del ADNccc.
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3.2.2.3. ED de ARNm en funcion de qgHBsAg

Del estudio de ED de ARNm en funcion de gHBsAg se obtuvieron 297 ARNm (p
< 0,05 y |logFC| > log1,5), entre los que hay 151 ARNm que estan up-regulados y 146
ARNm down-regulados. Entre ellos, la expresion de TFAP2A, NRIP3, MPP5 y TNIP3
estan down-regulados, MYLK3 esta up-regulado. El grafico de volcan y el mapa de calor
se pueden ver en la Figura 36. Los niveles de expresion de TFAP2A, NRIP3, MYLK3,

MPP5 y TNIP3 segiin grupo de qHBsAg se muestran en la Figura 37.
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Figura 36. (A) El grafico de volcan de ED de ARNm en tejido hepatico segin qgHBsAg; (B)
Mapa de calor de ED de ARNm en tejido hepatico segiin qgHBsAg.
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3.2.2.4. ED de ARNm en funcion de tratamiento antiviral

Se obtuvieron 353 ED de ARNm en funcién de tratamiento antiviral (p < 0,05 y
|logFC| > logl,5), 177 ARNm que estan up-regulados y 176 ARNm que estan down-
regulados. Entre ellos, la expresion de TAGLN, ELP6 y CHRDL1 estan up-regulados.
El grafico de volcan y el mapa de calor correspondientes se muestran en la Figura 38.
Los niveles de expresion de TAGLN, ELP6 y CHRDLI1 en funcion de tratamiento

antiviral se pueden apreciar en la Figura 39.
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Figura 38. (A) El grafico de volcan de ED de ARNm en tejido hepatico en funcion de

tratamiento antiviral; (B) Mapa de calor de ED de ARNm en tejido hepatico en funcion de

tratamiento antiviral.
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Figura 39. Los niveles de expresion de (A) TAGLN, (B) ELP6 y (C) CHRDL1 en funcién de
tratamiento antiviral.
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3.2.3. ED de miARNs en muestras de plasma

3.2.3.1. ED de miARNSs en funcion del nivel del ADNcce

De los 158 ED de miARNSs obtenidos, en funcion del nivel de ADNcce (p < 0,05

y |logFC| > logl,5), hay 5 miARNs que estan up-regulados y 153 miARNSs que estan

down-regulados. Las ED de los miARNs obtenidos en plasma son diferentes de las ED

de los miARNs obtenidos de tejido hepatico. Los 10 principales miARNs de ED en

plasma, segun el nivel del ADNccc, se exponen en la Tabla 11. El grafico de volcan y

el mapa de calor correspondientes se pueden observar en la Figura 40.

Tabla 11. Los 10 principales ED de miARNs en plasma segtn el nivel del ADNccc.

miARN logFC P miARN logFC P
hsa-miR-4502 -1.3280687 0.0003816233 hsa-miR-6089 -2.5583734 0.0029231952
hsa-miR-4632-5p -1.2359962 0.0004611034 hsa-miR-4516 -1.8910244 0.0018155118
hsa-miR-6850-5p -1.6806691 0.0010481134 hsa-miR-6849-5p -1.1584181 0.0025003982
hsa-miR-328-5p -1.2446167 0.0013950942 hsa-miR-6805-5p -1.1680087 0.0027821775
hsa-miR-4687-3p -1.5989833 0.0014203908 hsa-miR-6802-5p -0.9340960 0.0010229121
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Figura 40. (A) El grafico de volcan de ED de miARNSs en plasma segun el nivel del ADNccc;
(B) Mapa de calor de ED de miARNs en plasma segun el nivel del ADNccc.
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3.2.3.2. ED de miARNS en funcion de gHBsAg

Se lograron 91 ED de miARNs en funcion de gHBsAg (p < 0,05 y |logFC| >

logl,5), entre los cuales hay 79 miARNs que estan up-regulados y 12 miARNs que

estan down-regulados. Las ED de los miARNs obtenidos en plasma son diferentes de

las ED de los miARNs obtenidos de tejido hepatico. La Tabla 12 presenta los 10

principales miARNs de ED en plasma, segin qHBsAg. El grafico de volcan y el mapa

de calor correspondientes son mostrados en la Figura 41.

Tabla 12. Los 10 principales ED de miARNs en plasma segiin qHBsAg.

miARN logFC P miARN logFC P
hsa-miR-4710 0.8793738 0.0002461813 hsa-miR-6794-5p 1.7152921 0.0019698131
hsa-miR-6765-5p 1.7917231 0.0004398911 hsa-miR-6089 2.6323786 0.0020770148
hsa-miR-6724-5p 1.7077915 0.0007945112 hsa-miR-6880-5p 1.5035699 0.0027028630
hsa-miR-6763-5p 1.0211075 0.0011430778 hsa-miR-3665 2.1098408 0.0029477257
hsa-miR-4459 0.7321059 0.0018659834 hsa-miR-6775-5p 1.1566666 0.0048070867
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Figura 41. (A) El grafico de volcan de ED de miARNSs en plasma segiin qHBsAg; (B) Mapa

de calor de ED de miARNs en plasma segun qHBsAg.
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3.2.3.3. ED de miARNS en funcion de tratamiento antiviral

Se obtuvo 108 ED de miARNSs que se lograron, en funcion de tratamiento antiviral

(p < 0,05 y |logFC| > logl,5), hay 90 miARNs que estan up-regulados y 18 miARNs

que estan down-regulados. Las ED de los miARNSs obtenidos en plasma son diferentes

de las ED de los miARNSs obtenidos de tejido hepatico. Los 10 principales miARNs de

ED, en funcién de tratamiento antiviral, son presentados en la Tabla 13. El grafico de

volcan y el mapa de calor correspondientes se muestran en la Figura 42.

Tabla 13. Los 10 principales ED de miARNs en plasma en funcion de tratamiento

antiviral.
miARN logFC P miARN logkFC P
hsa-miR-4710 0.8863180 0.0001999575 hsa-miR-4640-5p 0.7218908 0.0027831456
hsa-miR-1908-5p 1.4426671 0.0016164355 hsa-miR-6869-5p 1.0096146 0.0030030590
hsa-miR-4763-3p 0.9560773 0.0019175986 hsa-miR-6803-5p 1.5705613 0.0033187693
hsa-miR-6743-5p 1.2171422 0.0019258403 hsa-miR-3665 2.0758299 0.0036602923
hsa-miR-6729-5p 1.0639912 0.0021966346 hsa-miR-3656 1.7126908 0.0041216199
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Figura 42. (A) El grafico de volcan de ED de miARNSs en plasma en funcidn de tratamiento antiviral;

(B) Mapa de calor de ED de miARNSs en plasma en funcién de tratamiento antiviral.
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3.3. Enriquecimiento funcional

3.3.1. Enriquecimiento funcional entre HBC-ZG e individuos sanos

Con el fin de realizar el andlisis de enriquecimiento funcional entre HBC-ZG e
individuos sanos, primero se realizaron tres categorias de GO, los cuales comprendian
el proceso biologico (BP), la funcién molecular (MF) y el componente celular (CC),
juntamente con el enriquecimiento de KEGG, especificamente para los ED genes
(Figura 43). Los términos GO mas enriquecidos en BP era “proceso catabdlico de
molécula pequefia”, que en MF era “union a dinucleotidos de flavina y adenina” y que
en CC era “region cromosomica”. Para el analisis de la via KEGG, los ED genes se
enriquecieron principalmente en el ciclo celular, carcinogénesis quimica, metabolismo
de xenobioticos por el citocromo P450, metabolismo del retinol, degradacion de acidos
grasos, replicacion del ADN, metabolismo del triptéfano, metabolismo de beta-alanina,
metabolismo de alanina, aspartato y glutamato y metabolismo de histidina. Los
resultados de GSEA mostraron que los ED genes con la puntuacion de enriquecimiento
mas alta estaban estrechamente asociados con las vias de sefializacion relacionadas con
el complemento y las cascadas de coagulacion, la interaccion del receptor de citoquinas
y citoquinas, el metabolismo de los farmacos citocromo P450 y el metabolismo de los

acidos grasos (Figura 44).
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3.3.2. Enriquecimiento funcional en funcion de ADNcce

Los términos GO mas enriquecidos en BP estan relacionados con el proceso

biologico del virus, como son la regulacion del ciclo de vida viral, regulacion del

proceso viral, regulacion de la replicacion del genoma viral, regulacion de la quinasa I-

kB / NF-kB. Los términos GO mas enriquecidos en MF fue “actividad del receptor

inmunoldgico” y los términos GO mas enriquecidos en CC fue “lado externo de la

membrana plasmatica”. Las vias KEGG se enriquecieron principalmente en hepatitis B

e influenza A (Figura 45).

Los resultados de GSEA mostraron que los ED genes mas

enriquecimientos estaban estrechamente asociados con biosintesis de glucanos,

interaccion de neuro-activo liga al receptor, transduccion olfativa, proteasoma,

miocarditis viral (Figura 46).
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Figura 45. Los principales términos GO (BP, MF, CC) y vias de KEGG en funcién de ADNccc.
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Figura 46. Las vias principales de los resultados del analisis de GSEA en funcion de ADNccc.

3.3.3. Enriquecimiento funcional en funcion de qHBsAg

Los términos GO mas enriquecidos en BP fue “respuesta a la vitamina”, que en
MF era “union de actina” y que en CC era “membrana nuclear” (Figura 47). Los
resultados de GSEA manifestaron que los ED genes més enriquecimientos estaban
estrechamente asociados con lisosoma, biosintesis de glucanos, fosforilacion oxidativa

(Figura 48).
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3.3.4. Enriquecimiento funcional en funcion de tratamiento antiviral

Los términos GO mas enriquecidos en BP fue “proceso metabdlico de acidos

grasos”, que en MF era “represor de la transcripcion de union al ADN” y que en CC era

“membrana plasmatica basolateral” (Figura 49). Los resultados de GSEA mostraron

que los ED genes mas enriquecimientos estaban estrechamente asociados con

metabolismo de acidos grasos y enfermedad de Huntington (Figura 50).
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3.4. Red de interaccion miARN-ARNm en muestra de tejido hepatico

3.4.1. Red de miARN-ARNm entre HBC-ZG e individuos sanos

La base de datos miRTarBase se utiliz6 para evaluar la correlacion entre los ED de
miARNs y los ED de genes diana correspondientes. Como todos sabemos, los genes
dianas estaban regulados a la inversa por los miARNSs, y cuanto mayor era el coeficiente
de correlacién, mayor era el efecto de regulacion mutua. Basado en esta teoria,
calculamos el coeficiente de correlacion de Pearson entre 52 ED de miARNs y 1.110
ED de ARNm entre HBC-ZG e individuos sanos. Los pares de interaccion que estan
correlacionados negativamente (r < 0) y existen en miRTarBase se conservan, y se crea
el diagrama de la red de interaccion, los cuales se presenta en la Figura 5I.
Seguidamente, seleccionamos 20 pares de interaccion miARN-ARNm con valor de p <
0,05. Por ultimo, obtuvimos 4 pares de interaccion ARN-ARNm (miR-199b-5p -
SMARCE]1, miR-199b-5p - TXNRDI1, miR-23b-3p - FOSB y miR-29¢c-3p - XPO5)
fuertemente correlacionados, con valor de corte r < - 0,7 y p < 0,01 (Figura 52). La

correlacion de los 4 pares se muestra en la Figura 53.
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Figura 51. Diagrama de interaccion miARN-ARNm entre HBC-ZG e individuos sanos.
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Figura 52. Red de miARN-ARNm construidas en HBC-ZG e individuos sanos.
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3.4.2. Red de miARN-ARNm en funcion de ADNccce

Nuestro objetivo fue calcular el coeficiente de correlacion de Pearson entre 19 ED
de miARNs y 340 ED de ARNm en el grupo de ADNccc. Los pares de interaccion que
estan correlacionados negativamente (r < 0) y que estan en miRTarBase se presentan en
el diagrama de la red de interaccion (Figura 54). Seguidamente, seleccionamos 6 pares
de interaccion miARN-ARNm (miR-4295 - ZNF224, miR-4271 - SMYDS5, miR-1281
- KPNA2, miR-1281 - GPN2, miR-8071 - TMEM184B y miR-575 - POLD?3) con valor
de p < 0,05 (Figura 55). Finalmente, se encontré una fuerte correlacion negativa
significativa entre el par de interacciéon miR-4295-ZNF224 con un valor de corte r <-

0,7 y p<0,01. La correlacion de los 6 pares se mostro en la Figura 56.
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3.4.3. Red de miARN-ARNm en funcion de gHBsAg

A continuacion, calculamos el coeficiente de correlacion de Pearson entre 41 ED
de miARNs y 297 ED de ARNm en el grupo de qgHBsAg. Los pares de interaccion que
estan correlacionados negativamente (r < 0) y que existen en miRTarBase se presenta
en la Figura 57. Hay 18 pares de interaccion miARN-ARNm con valor de p <0,05. De
entre ellos, obtuvimos 5 pares ARN-ARNm (miR-103a-3p - TFAP2A, miR-106b-5p -
NRIP3, miR-106b-5p - TNIP3, miR-519d-3p - MYLK3 y miR-181a-5p - MPP5) que
estaban fuertemente correlacionados con valor de corte r <- 0,7 y p <0,01, que pueden
verse representados en la Figura 58. La correlacion de los 5 pares se mostré en la Figura
59. Dentro de ellos, el par de interaccion miR-103a-3p - TFAP2A presentd una

correlacion mas fuerte (r = -0,810 y p = 0,0008).
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3.4.4. Red de miARN-ARNm en funcion de tratamiento antiviral

Asimismo, calculamos el coeficiente de correlacion de Pearson entre 21 ED de
miARNs y 353 ED de ARNm en funcion de tratamiento antiviral. Los pares de
interaccion que estan correlacionados negativamente (r < 0) y que existen en
miRTarBase se presentan en la Figura 60. Solo hay 3 pares de interaccion miARN-
ARNm (miR-6845-5p - TAGLN, miR-4786-3p - ELP6 y miR-6800-3p - CHRDLI1) con
valor de p < 0,05 (Figura 61). Dentro de ellos, el par ARN-ARNm que estaba mas
fuertemente correlacionados fue miR-6845-5p - TAGLN, con r = - 0,605 y p = 0,028.

La correlacion de los 3 pares se puede observar en la Figura 62.

hsa-miR-4717=3p MELK MRPL44

N

hsa-miR-6800-3p

ANGPT4 SLC29A4 \ hsa-miR-6777-5p
\ / CHRDL1

DMKN  ——psamiR-7106-5p

AN

SLC26A9
ANK1

HAVCR1

ELP6 ZBTB34 CCNA2 GABPB1 TAGLN

hsa-miR-4786-3p hsa-miR-6508-5p hsa-miR-1825 hsa-miR-6511b-3p hsa-miR-6845-5p

Figura 60. Diagrama de interaccion miARN-ARNm en funcién de tratamiento antiviral.

129



CHRDL1

Lleva miR-6845-5p No lleva
tratamiento — tratamiento

miR-4786-3p
" miR-6800-3p

antiviral antiviral

Figura 61. Red de miARN-ARNm construidas en funcién de tratamiento antiviral.

7.5=

o y=775-0815x
. R="0.605, p= 0.029

4.0-

55=
' ' ' ' ' '
1.00 1.256 1.50 1.75 2.00 1.5 2.0 25 3.0

hsa-miR-6845-5p hsa-miR-4786-3p
4.0- . y=4.49 - 0.698 x
5 R=-0.580, p=0.038

3.5=

w
(=]
1

2.5=

2.0=

1.6 20 24
hsa-miR-6800-3p

Figura 62. Correlacion de miARN-ARNm en funcion de tratamiento antiviral.

130



CAPITULO VI: DISCUSION
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1. METAANALISIS DE MICROARN EN CHC-VHB

El carcinoma hepatocelular es uno de los tumores malignos mas prevalentes a
nivel mundial, la infeccioén crénica por el VHB siendo una de las principales causas de
su patogenia. La mayoria de los casos de CHC-VHB en todo el mundo ocurren en la
region de Asia-Pacifico. Entre los mecanismos que conducen al CHC-VHB se
encuentra un control desregulado de la proliferacion celular y la apoptosis, debido en
parte a alteraciones en la expresion de ciertos genes®*?. Desafortunadamente, el CHC
temprano generalmente es asintomatico y el tumor a menudo se descubre después de la
metastasis y, en ese momento, el tumor no se puede extirpar, por lo que la tasa de
mortalidad es muy alta. Aunque los tratamientos curativos que incluyen cirugia y
ablacion han progresado, la supervivencia general de los pacientes con CHC sigue
siendo insatisfactoria debido a la naturaleza agresiva del tumor y la alta tasa de
recurrencia®?. El diagnéstico de CHC generalmente se realiza mediante técnicas de
imagenes radioldgicas (como ultrasonido, TAC y RMN) en combinacion con los niveles
de AFPy el analisis histologico de biopsias hepaticas®*?. El método de imagen tiene la
ventaja de ser no invasivo, pero la limitacion es que la sensibilidad es baja para detectar
nédulos menores de 1cm en CHC®®. La AFP es un biomarcador sérico estandar para
el diagnodstico de CHC, y su mayor nivel de expresion esta estrechamente relacionado
con las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con CHC®*®), Aunque la AFP
se ha utilizado ampliamente en el diagnostico clinico y la monitorizacion del pronostico
del CHC, tiene una sensibilidad y especificidad limitadas dado que algunos nodulos
hepaticos pueden no liberar AFP y los pacientes con hepatitis cronica activa o cirrosis
hepatica pueden tener niveles altos de AFP®*?. La biopsia hepatica es actualmente el
estandar de oro para el diagnodstico y la evaluacion del estadio del CHC, pero debido a
su invasividad y las posibles complicaciones, y la variabilidad insuficiente del muestreo
y la interpretacion, no se usa ampliamente en la clinica. Por lo tanto, se necesita un
biomarcador circulante fiable y potente para compensar los defectos en los medios de

diagnostico existentes.
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Los miARNSs circulantes han sido ampliamente utilizados en los tltimos afios en
diferentes entornos clinicos para garantizar su estabilidad, como la deteccion temprana,
la prediccion, el seguimiento de la progresion de la enfermedad y la respuesta al
tratamiento. Los miARNSs también estan involucrados en multiples procesos tumorales
que incluyen proliferacion, apoptosis, invasion y metastasis a través de remodelacion
de cromatina, modificaciones epigenéticas y regulacion de los genes®?. Ademas, se
ha demostrado que los miARNs desempefian un papel fundamental en la
hepatocarcinogénesis asociada al VHB, ya que pueden actuar como supresores
tumorales al regular negativamente la expresion de oncogenes o como promotores
tumorales al limitar la expresion de proteinas oncosupresoras, dependiendo de la
funcioén celular de los genes diana. Varios estudios han reportado la posibilidad de los
miARNs como biomarcadores no invasivos para CHC-VHB, y los resultados son
satisfactorios pero inconsistentes. Por lo tanto, realizamos este metaandlisis para
evaluar la utilidad de los miARNSs circulantes como biomarcador no invasivo en el

diagndstico de CHC-VHB.

Se realizaron busquedas en multiples bases de datos y finalmente se incluyeron 32
estudios de 19 articulos con 4.553 pacientes (2.590 CHC-VHB y 1.963 controles) sobre
el valor de los miARNs circulantes para el diagnostico de CHC-VHB. En este
metaanalisis, la sensibilidad combinada fue 0,83 (IC 95%: 0,79 - 0,87), la especificidad
combinada fue 0,78 (IC 95%: 0,73 - 0,83) y el AUC fue 0,88 (IC 95%: 0,85 - 0,91), lo
que significa que el miARN circulante tiene una excelente precision diagndstica para
CHC-VHB. También calculamos PLR, NLR y DOR para probar atin mas la capacidad
de discriminaciéon de los miARNs, que pueden proporcionar referencias mas
significativas para el uso clinico. La PLR, NLR y DOR combinada fueron 3,9 (IC 95%:
3,0-4,9), 0,21 (IC 95%: 0,16 - 0,27) y 18 (IC 95%: 12 - 27), respectivamente. Lo que
muestra que la probabilidad de un diagnostico correcto de los pacientes con CHC-VHB
es 18 veces mayor que la de un diagndstico falso negativo de los controles. Sin embargo,
la PLR es inferior a 10 y el NLR es superior a 0,1, lo que no cumple los criterios

generales para la decision de adjudicacién o exclusion®®,
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Ademas, encontramos que el miR-125b tiene un valor diagnostico mas alto para
CHC-VHB que otros miARNs. La sensibilidad combinada fue 0,89 (IC 95%: 0,82 -
0,94), la especificidad fue 0,85 (IC 95%: 0,74 - 0,92), y el AUC fue de 0,94 (IC 95%:
0,91 - 0,96). Un estudio reciente reportd que el miR-125b inhibe los intermediarios del
ADN-VHB y la secrecion del HBsAg y HBeAg al dirigirse a la expresion de
SCNNI1AU*)_  El miR-125b también desempefia un importante papel en la
hepatocarcinogénesis relacionada con el VHB y la progresion tumoral®®. MiR-125b
puede inhibir la tumorigénesis a través de atacar a Mcl-1 e IL-6R®%). Adem4s, miR-
125b suprime la migracion e invasion de los hepatocitos al atacar directamente el
oncogén LIN28B y el coactivador transcripcional con motivo de unién a PDZGD,
Adicionalmente, miR-125b inhibe la proliferacion celular, la migracion y la invasion
en el carcinoma hepatocelular al dirigirse a tiorredoxina reductasa 1 (TXNRD1)G%), Al
monitorear los cambios de miR-125b en la circulacion, las personas infectadas con
VHB que tienen un mayor riesgo de CHC serian detectadas antes, lo que puede ser un
marcador para diagnostico precoz de los pacientes con CHC-VHB, lo que permitiria un

tratamiento temprano y mejora las tasas de supervivencia.

Posteriormente, se realizé un andlisis de metarregresion y un andlisis de subgrupos
segun el pais, el perfil de miARN, el modo de regulacion, tipo de control, tamafio y tipo
de muestra para explorar posibles fuentes de heterogeneidad entre estudios. La
metarregresion mostrd que el pais puede explicar la heterogeneidad de la sensibilidad,
el perfil de miARN y el tamafio de muestra pueden ser fuentes potenciales para
heterogeneidad de la especificidad. Los analisis de subgrupos sugirieron que el ensayo
con los clusters de miARN mostraron un mejor valor de diagndstico que cualquier
miARN por si solo. Un miARN simple carece de la especificidad para detectar el cancer,
porque algunos de ellos también pueden estar desregulados en enfermedades
infecciosas, inflamaciones inespecificas y lesiones agudas. En otras palabras, los
clusters de miARN tienen mecanismos moleculares mas complejos, como las redes de
ARN endogeno (ceRNA) en competencia que se cruzan durante la tumorigénesis (como

la aparicion y el desarrollo de tumores graves), esta asociacion puede ser valiosa para
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la deteccién temprana de CHC®%?, Ademas, encontramos que la capacidad del miARN
para distinguir el CHC-VHB de los CH-VHB es mejor que HBC, aunque todavia se
necesitan estudios prospectivos a gran escala para consolidar los resultados. Aparte de
eso, los resultados con un tamafio de muestra superior a 100 fueron mejor que los
estudios con un tamafio de muestra menos en el diagnoéstico de CHC-VHB, esto
proporciona apoyo para una muestra mas grande de investigacion en el futuro. Nuestra
investigaciéon también encontr6 que los miARNs down-regulados mostraban un
rendimiento diagndstico mejor que los up-regulados. Esto puede deberse a los
diferentes métodos estadisticos y plataformas utilizados en la tecnologia de microarrays,
los tipos de miARNs y los diferentes tamafos de muestra. Estudios previos han
encontrado que la concentracion de miARN en plasma es mas alta que en suero, lo que
puede deberse al hecho de que se retienen mas proteinas en el plasma para la co-
aislamiento de miARN®%) Nuestra investigacion encontré que la precision diagnostica
de suero es ligeramente mejor que la del plasma. La eleccion del tipo de muestra juega
un papel importante en la precision diagnostica del miARN circulante como
biomarcador de enfermedad, por lo que se necesita mas investigaciones para verificar
los resultados. Aparte de eso, los miARNs producen una mejor precision diagnostica
en China que otras poblaciones. Por lo tanto, se necesita investigacion multicéntrica

para validar los hallazgos.

Este metaandlisis tiene varias ventajas. En comparacion con el metaanalisis
anterior®®, incluimos los miARNs detectados en los ultimos estudios, y se ha evaluado
exhaustivamente la eficacia diagnostica de los miARNs circulantes para CHC-VHB.
Este metaanalisis resuelve el debate sobre si los miARNSs circulantes pueden usarse
como posibles marcadores de diagndstico para CHC-VHB. Ademas, los estudios
incluidos fueron seleccionados de forma independiente por dos investigadores en
funcién de estrictos criterios de inclusion y exclusion. Aunque hemos hecho todo lo
posible para evitar el sesgo durante el proceso de nuestro estudio, todavia habia algunas
limitaciones. En primer lugar, pueden no haberse incluido algunos estudios valiosos a

pesar de la estrategia de busqueda integral durante nuestra busqueda de literatura. En
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segundo lugar, debido a los datos limitados de las investigaciones y los diferentes
criterios, no extrajimos valores de corte, los diferentes valores de corte pueden dar lugar
a conclusiones inconsistentes. En tercer lugar, se incluyd un nimero relativamente
pequefio de pacientes en los estudios individuales, lo que limita la fuerza de las
conclusiones de nuestro metaanalisis. En cuarto lugar, es importante determinar el valor
diagnostico del miARN en el CHC-VHB segtin el tamafio y las caracteristicas del tumor.
Por ultimo, la mayoria de los estudios incluidos fueron de Asia y principalmente de
China, todavia se desconoce la aplicabilidad de los miARNSs circulantes en otros paises
y regiones. Por lo tanto, se necesita una serie de estudios clinicos a gran escala,
prospectivos y multicéntricos internacionales para proporcionar evidencia de alta

calidad.

En resumen, los miARNSs circulantes (especialmente el miR-125b) podrian servir
como un biomarcador no invasivo potencial en el diagndstico precoz de CHC-VHB.
Ademas, el uso de los clusters de miARN junto con un elevado tamafio muestral pueden
ser necesarios en estudios futuros para conseguir una buena precision diagndstica. En
el futuro, atin se necesitan estudios clinicos multicéntricos a gran escala para verificar
nuestras conclusiones, a fin de aportar nuevas ideas para el diagndstico precoz de los

pacientes con CHC-VHB.
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2. CORRELACION ENTRE ADNCCC Y MARCADORES

VIROLOGICOS EN PACIENTES CON HBC-ZG

Aunque los farmacos antivirales actuales de primera linea pueden inhibir
eficazmente la replicacion del VHB y controlar la progresion de la enfermedad en la
mayoria de los pacientes, estos fArmacos rara vez conducen a la eliminacion completa
de la infeccion cronica por el VHB debido a la persistencia del ADNcce del VHB en
los hepatocitos infectados, que representa el intermedio replicativo clave del VHBG%,
El papel fundamental del ADNccc intrahepatico es servir como molde para la
transcripcion de todos los ARN virales, incluido el ARNpg, que ademas produce el
ADN del virién descendiente®. Por tanto, el nivel de ADNccc intrahepatico refleja la
actividad de replicacion del VHB, la monitorizacion del nivel de ADNccc intrahepatico
es de gran importancia para evaluar la eficacia de la terapia antiviral y estimar el criterio
de valoracion del tratamiento®’®. Sin embargo, en la practica clinica real, la
monitorizacion del ADNccc intrahepatico no es facil de generalizar debido a la
naturaleza invasiva de la biopsia hepatica y las posibles complicaciones. Por lo tanto,
no es practico cuantificar el ADNccc intrahepatico como un diagnoéstico de rutina, por
lo que es necesario encontrar un marcador subrogado circulante que refleje la actividad
transcripcional del ADNccc intrahepatico. Estudios previos han indicado que los
niveles séricos de ADN-VHB, ARNpg-VHB y qHBsAg se correlacionaron
positivamente con el ADNcce intrahepatico en individuos con infeccion cronica por
VHB®?), Otro estudio reveld6 que el qHBsAg sérico estaba correlacionado
positivamente con el ADNccce intrahepatico en pacientes HBeAg positivos, en lugar de
pacientes HBeAg negativos®®. Wang et al. indicaron que el ARNpg-VHB en suero se
ha considerado como un nuevo biomarcador para el ADNccc intrahepatico,
especialmente en pacientes con supresion viral con VHB-ADN detectable bajo terapia
con ANs®?)_ Otro estudio encontrd una correlacion general moderada entre el ARNpg
en suero y el ADNccce intrahepatico (r = 0,596, p < 0,001) entre todos los pacientes

reclutados; sin embargo, al clasificar a los pacientes segun la historia natural de HBC
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en fase de inmunotolerancia, inmunoactiva con HBeAg positiva, portador inactivo y
reactivacion con HBeAg negativa, la correlacion desapareci6 en todas las fases©'?,
Hasta ahora, casi no hay correlacion reportada entre el ADNccc intrahepatico y los
marcadores séricos virales en pacientes con HBC-ZG. Entonces evaluamos la
correlacion entre ADNccc intrahepatico y los otros marcadores de actividad virologico

en pacientes con HBC-ZG.

Desde que el equipo del profesor Lu determiné que el ARN-VHB en sangre
periférica es ARNpg en el afio 20164%), el ARN-VHB ha recibido una atencién cada
vez mayor en los ultimos afios como marcador clinico subrogado de la actividad
transcripcional del ADNccc intrahepatico®!?. Sintetizado a partir del ADNccc del VHB
intrahepatico, el ARNpg-VHB puede servir como molde para la replicacion viral a
través de la transcripcion inversa utilizando la polimerasa del VHB, asi como para la
sintesis de proteinas®!?. El ARNpg-VHB es valioso en el diagnostico porque contiene
informacion genética y su evaluacion cuantitativa no se ve afectada por los complejos
inmunes de anticuerpos y antigenos virales®'?). Los datos obtenidos en nuestro estudio
muestran que en pacientes con HBC-ZG los niveles séricos de ARNpg-VHB esta
fuertemente correlacionado positivamente con los indicadores de replicacion
intrahepatico, sobre todo el nivel de ADNccc intrahepatico (r = 0,790, p = 0,001).
Ademas, también encontramos que los niveles séricos de ARNpg-VHB se correlaciona
positivamente con el ADN-VHB intrahepatico total y ARNpg-VHB intrahepatico.
Como nuevo marcador viral, el ARNpg-VHB sérico puede usarse como un biomarcador
sustituto del ADNccc intrahepatico en pacientes con HBC-ZG. Wang et al.C!®
revelaron que ademas de los marcadores de replicacion viral en el higado, el ARNpg-
VHB sérico también se asocia con lesion hepatica o histopatologia. Mas tarde, los datos
de Giersch et al.®*' corroboraron que el ARNpg-VHB sérico puede reflejar la actividad
del ADNccce intrahepatico. Estudios anteriores han demostrado que la deteccion de los
niveles de ARNpg-VHB sérico en lugar de los niveles de VHB-ADN es mas util para
predecir la respuesta a la terapia con ANs, guiar la terminacion del tratamiento y

monitorear la aparicién de mutaciones virales®!?), Ademds, el nivel d¢ ARNpg-VHB
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sérico puede ser un marcador subrogado para reflejar el perfil de ADNccc intrahepatico
en pacientes HBeAg positivos durante el tratamiento con peg-IFN©!5. Adicionalmente,
Liu et al. concluy6é que como marcador subrogado de la actividad transcripcional del
ADNccc intrahepatico, los niveles de ARNpg-VHB sérico pueden predecir la evolucion
natural de los individuos infectados por el VHB cronico, y muestra superioridad en la
diferenciacion de la fase de reactivacion con HBeAg negativo en individuos infectados

cronicos por VHB sin tratamiento previo con HBeAg negativo®!V,

El nivel sérico de qHBsAg es la primera herramienta utilizada para identificar las
etapas inmunes de la infeccion cronica por el VHB, y también es una herramienta para
reflejar la actividad del ADNccc intrahepatico en pacientes con HBCC!®. Ademads, en
los ultimos afos, los métodos de deteccion cuantitativa de HBsAg se han
comercializado y utilizado ampliamente en la prediccion de la eficacia antivirica y el
manejo de la infeccion cronica por el VHB sin tratamiento previo®!'!. Una correlacién
positiva entre el ADNccce intrahepatico y gHBsAg se ha demostrado en algunos estudios,
especialmente en pacientes con HBeAg positivos®'”. Sin embargo, otro estudio
inform6 que el qHBsAg sérico se puede utilizar para predecir el nivel intrahepético de
ADNcce y el ADN del VHB en pacientes con HBC con niveles bajos de HBeAg,
especialmente en pacientes con HBeAg negativos. En nuestro estudio, se demostrd que
en pacientes con HBC-ZG, el nivel sérico de qHBsAg solo se correlaciono
positivamente con el ADNccc intrahepatico (r = 0,730, p = 0,004), y no hubo
correlacion con el ADN-VHB intrahepatico total y ARNpg-VHB intrahepatico (r =
0,410,p=0,163 yr=0,390, p=0,189, respectivamente). Sin embargo, muchos factores
pueden ser obstaculos para el uso de gHBsAg sérico como biomarcador sustituto de la
actividad de transcripcion intrahepatica del ADNccc, como la integracion del ADN del
VHB®!®, Ia retencion de HBsAg relacionada con el tratamiento de ANs a largo
plazo®®. A diferencia del gHBsAg, el ARNpg-VHB se deriva solo del ADNccc
intrahepético, y su cuantificacion no se ve afectada por antigenos virales o complejos
de anticuerpos®'V. Por lo tanto, el ARNpg-VHB sérico puede reflejar con mayor

precision la actividad transcripcional del ADNcce intrahepatico.
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La medicion del ADN-VHB en suero se utiliza ampliamente para evaluar la
actividad de la replicacion del VHB. Huang et al. demostraron que en pacientes con
HBeAg positivo sin tratamiento previo, la combinacion de ADN-VHB mas ARN-VHB
en suero eran superiores en reflejar la actividad del ADNccc intrahepatico que estos
marcadores individuales®'?. Nuestro estudio reveldé que en pacientes con HBC-ZG
hubo correlaciones positivas significativas entre los niveles séricos de ADN-VHB con
ADNccc intrahepatico, ADN-VHB intrahepatico total y ARNpg-VHB intrahepatico (r
= 0,660, p = 0.013, r = 0,770, p = 0,002 y r = 0,690, p = 0,010, respectivamente).
Algunos estudios demostraron que la terapia con los ANs puede reducir el ADN-VHB
en suero a un nivel indetectable pero no influye directamente en la produccién de
HBsAg o ARNpg-VHB en suero desde ADNcce intrahepatico®??). En este sentido,
qHBsAg y particularmente el ARNpg-VHB en suero parece ser mejores marcadores

subrogados para ADNccc intrahepatico que el VHB-ADN en suero®2%).

En nuestro estudio encontramos que los pacientes con HBC-ZG no hubo
correlaciones entre los niveles de ADNccc intrahepatico con los cambios
histopatoldgicos (el grado de inflamacion portal, el grado de inflamacion lobulillar y el
grado de fibrosis). La correlacion entre el ADNccce intrahepatico y el grado histoldgico
de la inflamacion hepatica genera hoy en dia controversia. Algunos investigadores han
indicado que independientemente del estado de HBeAg, el nivel de ADNccc
intrahepatico se correlaciona positivamente con el grado histologico de la inflamacion
hepatica®?!). Mientras tanto, otros investigadores no han observado una correlacioén
estadisticamente significativa entre el ADNccce intrahepético y el grado de inflamacion

hepatica en pacientes con HBeAg negativos©??

, mientras que otros grupos han
encontrado que los pacientes con HBeAg negativos con alto nivel de inflamacion
hepatica que corresponden maés altos nivel de ADNcce intrahepético®?®). Ademas, en
este estudio, no observamos correlacion entre los niveles de AST, ALT y los indicadores
de replicacion intrahepatica. Como uno de los marcadores de activacion del sistema

inmunologico, los niveles de ALT parecen no estar correlacionados ni con marcadores

de replicacion virologica ni con niveles de qHBsAg®??). Sin embargo, algunos estudios
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transversales demostraron que los niveles de ADNccc intrahepaticos se correlacionan

positivamente con los niveles séricos de ALT?7,

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que se ha prestado atencion sobre
la relacion entre el ADNccc intrahepatico y los marcadores séricos virales en pacientes
con HBC-ZG. Sin embargo, admitimos que nuestra investigacion tiene algunas
limitaciones que deben abordarse. Primero, el tamafio muestral es relativamente
pequefio, lo que puede limitar nuestras conclusiones. En segundo lugar, solo nos
centramos en los pacientes con HBC-ZG, y la correlacion puede ser diferente seglin las
diferentes etapas de HBC. En tercer lugar, la correlacion puede ser diferente segtn los
diferentes métodos de deteccion de ARNpg-VHB en suero y ADNcce intrahepatico.
Por lo tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar un protocolo preciso y
estandarizado para la cuantificacion de ADNccc intrahepatico y ARNpg-VHB. En
cuarto lugar, no podemos cuantificar los niveles séricos de HBcrAg, que es un nuevo
marcador serologico, y también parece estar relacionado con el ADNccc intrahepético.
Finalmente, se debe observar dindmicamente los indicadores que reflejan la replicacion

del VHB.

En resumen, existe una correlacion significativa entre el ARNpg-VHB sérico y el
ADNccc intrahepatico en pacientes con HBC-ZG, lo que indica que el ARNpg-VHB
sérico es un potencial biomarcador subrogado fiable del ADNccc intrahepatico. El
ARNpg-VHB ha mostrado una importancia clinica preliminar. Por lo tanto, esperamos
realizar unas investigaciones exhaustivas para caracterizar ain mas la biologia

molecular del ARNpg-VHB sérico y evaluar su potencial clinico.
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3. MICROARNS EN PACIENTES CON HBC-ZG

Las interacciones entre el virus y las moléculas de la célula huésped son procesos
fundamentales que determinan el estado de la infecciéon por el VHB. Aunque su
patogenia involucra diferentes factores, la investigacion emergente muestra que los
miARNs juegan un papel vital en la patogénesis y el desarrollo de las enfermedades
infecciosas por el VHB. Los miARNSs se consideran moléculas reguladoras de celulares
importantes que modulan profundamente la expresion de los genes del VHB. Sus
funciones estan mediadas principalmente por la interaccion con las transcripciones del
VHB, los genes celulares y las vias de sefializacion que tienen un papel fundamental en
la replicacion viral y la patogénesis®??. La mayoria de los pacientes con HBC
pertenecen a las 5 fases de la historia natural del VHB definidas por la EASL en 2017.
Sin embargo, los pacientes con HBC-ZG son una fase indeterminada, y la funcion de
miARN en su patogénesis aun se desconoce en gran medida, ain no existe una red
reguladora integral de miARN-ARNm. Entonces el objetivo de primer escenario fue
identificar posibles vias reguladoras de miARN-ARNm que contribuyen a la

patogénesis de HBC-ZG.

En el primer escenario, se cribaron un total de 52 ED miARNs y 1110 ED ARNm
entre pacientes con HBC-ZG e individuos sanos. Mediante una serie de analisis
bioinforméticos, se han identificado 4 pares de interaccion miARN-ARNm que pueden
estar implicados en la patogénesis de HBC-ZG, ellos son miR-199b-5p - SMARCEI,
miR-199b-5p - TXNRDI1, miR-23b-3p - FOSB y miR-29¢c-3p - XPO5. SMARCEI es
un miembro de la familia SWI / SNF de complejos remodeladores de cromatina, que
desempefia un papel clave en el control transcripcional®>>. Pan demostrd que la
sobreexpresion de SMARCEI suprimio la expresion y replicacion del VHB, mientras
que la eliminacion de SMARCE1 promovid la expresion y replicacion del VHB®29),
SMARCEI] reprimi6 la replicacion del VHB mediante la union al promotor central
mutante del VHB en las células HepG2, lo que también revel6 que SMARCEI! podria
reprimir la replicacion del VHB®29, Wu et al.®** demostré6 que miR-29a promovié la
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replicacion y expresion del VHB mediante la inhibicion dirigida de la expresion de
SMARCE]. Wang mostrd que la sobreexpresion de miR-802 promovi6 la replicacion
del ADN del VHB y la expresion de HBsAg y HBeAg mediante la regulacion de la
expresion de SMARCE1®??), La enzima TXNRDI es excepcionalmente capaz de
utilizar electrones de NADPH para recuperar el estado reducido de TRX1, que es un
contribuyente clave a la homeostasis redox intracelular y promueve el metabolismo de
la energia y los carbohidratos®*?. Ademas, TXNRDI esta up-regulado en muchas

neoplasias malignas humanas como CHC y promueve la progresion del cancer®?®

,yla
atenuacion de los niveles de TXNRD1 suprime eficazmente el crecimiento de células
tumorales®?). La investigacion maés reciente mostré que miR-23b-3p actiia como un
miARN oncogénico en lineas celulares de CHC, su sobreexpresion en tejido de CHC
resecado es un factor prondstico importante para la supervivencia global®*?. Ademas,
Sun et al. confirmd que miR-23b-3p sérico puede usarse como un nuevo biomarcador
no invasivo para la deteccion temprana de CHC en pacientes de alto riesgo®*!. FOSB
conocido como protooncogenes, muchos estudios han informado que el FOSB estuvo
involucrado en la proliferacion, migracion e invasion de algunas neoplasias malignas y
también se ha asociado con la muerte celular apoptotica®?. Un reciente estudio se
informa que miR-29c¢c-3p inhibe significativamente la expresion del gen S, lo que
proporciona una posible diana terapéutica para el tratamiento de los pacientes con la
infeccion por el VHBG?Y, La XPOS5 pertenece a la familia de las carioferinas y es
necesaria para el transporte de ARN pequefios y proteinas de union a ARN bicatenarias
desde el nicleo hasta el citoplasma®*®. La funcién alterada de XPOS5 podria conducir
a la falla del transporte de miARN precursor®¥, lo que resultaria en una expresion
anormal de miARN y produciria efectos sobre la tumorigénesis. El papel de XPO5

desregulado se ha informado en diferentes canceres como CHC, cancer de mama,

cancer colorrectal, adenocarcinoma de pulmon y de prostata®3?,

Muchas vias de senalizacion estan relacionadas con la infeccion por el VHB, por
ejemplo, via de sefializacion NF-xB, Wnt / § catenina and Akt / mTOR. Un estudio

demostrdé que la activacion de la via NF-xB causa inflamacion y dafio hepético en
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pacientes con infeccion cronica por el VHB®®®), La via de sefializacién Wnt / B-catenina
juega un papel importante en la patologia y fisiologia del higado y se ha identificado
como un factor principal en el desarrollo de CHC®3?. Xiang et al. demostrd que la
activacion de la via de sefializacion Akt / mTOR regula negativamente la replicacion
del VHB®*®). Los resultados del anélisis de enriquecimiento de las vias de sefializacion
KEGG sugirieron que la patogénesis y el desarrollo de HBC-ZG estan asociados con el
ciclo celular, metabolismo del retinol, degradacion de &cidos grasos, replicacion del
ADN, metabolismo del triptéfano, metabolismo de beta-alanina, metabolismo de
alanina, aspartato y glutamato y metabolismo de histidina. La anomalia del ciclo celular
evidentemente tiene un papel clave durante el proceso de la infeccién por el VHB y
CHC. Se cree que el VHB es un “metabolovirus” y su transcripcion depende en gran
medida del metabolismo hepatico y factores de transcripcion celular®?. Las
alteraciones en el metabolismo del retinol juegan un papel fundamental en el proceso
de fibrosis hepatica, y las enzimas involucradas en el metabolismo del retinol estan
relacionadas con el CHC®*?), Estudios anteriores han demostrado que los cambios en
el metabolismo del triptofano son un factor de riesgo para la HBC y la cirrosis hepatica.
En el andlisis de GSEA, los ED genes con la puntuacion de enriquecimiento mas alta
estaban estrechamente asociados con las vias de sefalizacion relacionadas con el
complemento y las cascadas de coagulacion, la interaccion del receptor de citoquinas y
citoquinas, el metabolismo de los fArmacos citocromo P450 y el metabolismo de los
acidos grasos. Zhang et al. mostré que C8B en la via de sefializaciéon de complemento
y las cascadas de coagulacion sirve como un candidato predictivo para la supervivencia
en pacientes con CHC-VHB®*D, En un analisis bioinformatico sistematico, Tang
encontr6 que la proteina humana La puede desempefiar un papel importante en el
desarrollo y progresion del VHB a través de la interaccion del receptor de citoquinas y
citoquinas®*?. Es cierto que estos hallazgos sobre las vias de enriquecimiento han

contribuido a un progreso importante en la comprension de la patogénesis del HBC-ZG.

El ADNccc se mantiene en el nucleo de los hepatocitos infectados como un

minicromosoma estable y funciona como molde transcripcional para la produccion de
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todos los productos génicos virales y, por tanto, es la base molecular de la persistencia
del VHB®*), La eliminacion, destruccion o inhibicion del ADNcce intrahepatico juega
un papel clave para la erradicacion del virus. Actualmente, aunque existen estrategias
de tratamiento eficaces basadas en interferon y ANs para suprimir la replicacion del
VHB, sigue siendo muy dificil de lograr la cura completa de la hepatitis B, es decir, la
erradicacion de todas las formas de ADN del VHB, incluido el ADNccc®*. Las
modificaciones epigenéticas de los minicromosomas del ADNccc, como la metilacion
del ADN y las modificaciones de las histonas, se han implicado en la regulacion de la
actividad transcripcional del ADNccc del VHB®*), Ademas, la tecnologia de edicion
genética que incluye nucleasas con dedos de zinc, TALEN Yy el sistema CRISPR/Cas
estan estudiando para apuntar al ADNccc de las células infectadas®*. Aunque la
edicién genética sigue siendo un area de investigacion muy activa, existen varias

advertencias y limitaciones, como el riesgo de los efectos fuera del objetivo (off-target

effects).

La creciente evidencia indica que los miARNs podrian regular la expresion de
ADNccc y participar en la historia natural de la enfermedad. Durante la infeccion por
HBC, los productos de la replicacion y expresion viral conducen a una expresion
anormal de miARNs enddégenos y contribuyen a la infeccion persistente'*”. Los
miARNs pueden influir en la replicacion del VHB directamente, uniéndose a las
transcripciones del VHB, o indirectamente, al dirigirse a los factores celulares
implicados en la replicacion del VHB®*®. Por ejemplo, miR-548ah promueve la
replicacion y expresion del VHB dirigiéndose a la HDAC4('*)), En consecuencia, la
inhibicion de HDAC4 por el miR-548ah podria influir en el estado de desacetilacion de
las histonas que se unen al ADNccc, mejorando asi la replicacion del ADNcec'*?). MiR-
146a regula el nivel de transcripcion y expresion de la proteina endonucleasa flap 1
(FEN1: que puede reparar el ADNrc al ADNccc), a través del gen diana quinasa 1
asociada al receptor de interleucina-1 / factor 6 asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral (IRAK1/TRAF6), y promueve la replicacion del VHB®*?. Zhang

demostré que miR-449a se dirige a la proteina 5 de unién al elemento de respuesta al
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AMP ciclico (CREB-5), que a su vez induce la expresion de FXR, un factor clave en el
metabolismo de los acidos biliares que también puede regular la actividad del ADNccc
en algunos sistemas de replicacion del VHB(7”). Los miARNSs se han investigado no
solo para comprender los mecanismos de patogénesis y desarrollo de la enfermedad,
sino también para encontrar dianas novedosas y eficaces de la infeccion y la replicacion
del VHB para buscar nuevas estrategias terapéuticas de la infeccion por el VHB. Ha
habido varias publicaciones demostrando el efecto de los miARNs sobre el ADNccc en
HBC, pero su efecto en los pacientes con HBC-ZG atn se desconoce. Por tanto,
explorar el papel regulador de los miARNS s en la expresion del ADNccc en los pacientes
con HBC-ZG, establecer una red de interaccion miARN-ARNm y proporcionar una

base tedrica para encontrar nuevas dianas terapéuticas del VHB es de vital importancia.

En segundo escenario dividimos a los pacientes con HBC-ZG en dos grupos segin
el nivel de ADNeccc intrahepatico. Se cribaron un total de 19 ED miARN:Ss, incluidos 7
ED miARNs up-regulados y 12 ED miARNs down-regulados, y 340 ED ARNm,
incluidos 180 ED ARNm up-regulados y 160 ED ARNm down-regulados. A través de
una serie de andlisis bioinformaticos, se establecid una posible red reguladora de
miARN-ARNm. Se obtuvieron un total de 6 pares de miARN-ARNm (miR-4295 -
ZNF224, miR-4271 - SMYDS5, miR-1281 - KPNA2, miR-1281 - GPN2, miR-8071 -
TMEMI184B y miR-575 - POLD3), entre ellos miR-4295 - ZNF224 mostr6 una

correlacion relativamente alta.

Las proteinas de dedos de zinc de caja asociadas a Kruppel (KRAB-ZFP)
constituye la familia mas grande de los reguladores transcripcionales y supresores
epigenéticos encontrados en vertebrados superiores®*®). El genoma humano comprende
mas de 400 genes codificadores de proteinas KRAB-ZFP, la mayoria de ellos se
localizan dentro de los 25 clusters principales, y el mas grande se localiza en el
cromosoma 19¢*). ZNF224 es un miembro de la familia de KRAB-ZFP, se expresa
diferencialmente en células y tejidos humanos y, de acuerdo con el entorno celular

distintivo, muestra diferentes funciones esenciales en la regulacion génica
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transcripcional o postranscripcional®?, Originalmente se identificé como un represor
transcripcional involucrado en el silenciamiento especifico de genes a través del
reclutamiento del correpresor proteina 1 asociada a caja asociadas a Kruppel (KAP1),
actividades de modificacion de la cromatina y la proteina arginina metiltransferasa 5
(PRMTS5) en el promotor de sus genes diana®?. En la carcinogénesis, a ZNF224 se le
asign6 una funcién dual de supresor de tumores y oncogén, provocando asi la apoptosis
o estimulando la proliferacion celular®. Su funciéon como oncogén se descubri6 en el
cancer de vejiga®?, en el cancer de mama®®>?y en la leucemia linfocitica cronica®>?,
especificamente en términos de aumento de la quimiorresistencia frente a camptotecina
y fludarabina, respectivamente. Sin embargo, el ZNF224 en la leucemia mieloide
crénica actia como un supresor de tumores que puede promover la expresion de genes
apoptdticos y reprimir la expresion de genes antiapoptoticos para mejorar la resistencia

a los farmacos®>¥.

MiR-4295 es un miARN recientemente identificado y solo existen unos pocos
estudios al respecto. Se ha demostrado que miR-4295 tiene un papel esencial en la
carcinogénesis y progresion tumoral. Por ejemplo, miR-4295 participa en la promocion
del crecimiento de células de cancer de vejiga al dirigirse al gen 1 de translocacion de
células B (BTG1)®%; miR-4295 contribuye a la proliferacion celular y la invasion del
adenocarcinoma ductal pancreatico a través de glypican-5 (GPC5)*®; miR-4295
también promueve la proliferacion celular, la migracion y la invasion del osteosarcoma

mediante la focalizacion factor regulador de interferon 1 (IRF1)3%7.

Aunque actualmente no existe ninglin estudio sobre la relacion de miR-4295 y
ZNF224 con el proceso de infeccion por el VHB, la funcion de enriquecimiento de la
via GO y KEGG esta relacionada principalmente con el proceso bioldgico del virus de
la hepatitis B. Los términos GO maés enriquecidos estaban relacionados con la
regulacion del ciclo de vida viral, la regulacion del proceso viral, la regulacion de la
replicacion del genoma viral y la regulacion de la quinasa I-kB / NF-«B. El andlisis de

enriquecimiento de la via KEGG sugirid que estos objetivos predichos estaban
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relacionados con la hepatitis B e influenza A. Seglin un andlisis, la vacunacion anual
contra la influenza puede reducir el riesgo de hospitalizacion y mortalidad en pacientes
con infeccion cronica por el VHB, implica que la terapia diana de la influenza puede
tener algtin efecto sobre la infeccion por VHB®*®. NF-kB es un importante activador
de la expresion de genes antiapoptoticos, que podria ser el componente mas importante
de la maquinaria promotora de tumores*?. La activacion de la sefializacion de NF-«xB
es un evento indicativo durante la infeccion viral, que induce la expresion de numerosos
genes relacionados con la inflamacion, la defensa antiviral y otros procesos celulares
criticos como la apoptosis®®?. NF-kB puede ser activado por HBsAg, asi como por
HBcAg y HBxAg. El HBxAg tiene 154 aminoécidos de longitud, lo que interfiere con
la transcripcion, la progresion del ciclo celular, la transduccién de senales, la
degradacion de proteinas, la apoptosis y la estabilidad cromosomica en el huésped®>”.
HBx es un regulador multifuncional de la transduccion de sefializacion celular y un
potente activador de NF-kB. La activacion de la sefializacion de NF-kB también puede
restringir la transcripcion y replicacion del VHB. Ademads, se ha documentado que el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-0) y el MYDS88 de la via de senalizacion del
interferon activan la sefializacion de NF-kB y reprimen la replicacion del VHB®6,
Ademas, NF-kB p65 podria competir con el factor de transcripcion Spl para unirse a

los promotores del VHB®®0),

La cuantificacion del HBsAg en suero se usa ampliamente para predecir la
actividad de la enfermedad. Ademads, la obtencion de qHBsAg puede revelar la
presencia de ADNcce y predecir respuestas favorables a la terapia antiviral y el
aclaramiento sérico de HBsAg®®). Estudios anteriores han demostrado que los niveles
medios de qHBsAg varian a lo largo de las diferentes fases de la infeccion por VHB®6D,
Los niveles bajos de qHBsAg pueden identificar a los pacientes que tienen mas
probabilidades de tener un aclaramiento sérico de HBsAg®®?. Por lo tanto, el propésito
del tercer escenario es encontrar los miARNs que puedan reflejar el aclaramiento sérico
basado en diferentes niveles de qHBsAg, y establecer una red de interaccion miARN-

ARNm.
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Se cribaron un total de 41 ED miARNSs, incluidos 21 ED miARNs up-regulados y
20 ED miARNs down-regulados, y 297 ED ARNm, incluidos 151 ED ARNm up-
regulados y 146 ED ARNm down-regulados. Se establecio una posible red reguladora
de miARN-ARNm a través de una serie de andlisis bioinformaticos. Se obtuvieron 5
pares de miARN-ARNm que se correlacionan fuertemente (miR-103a-3p - TFAP2A,
miR-106b-5p - NRIP3, miR-106b-5p - TNIP3, miR-519d-3p - MYLK3 y miR-181a-5p
- MPPS5), dentro de ellos, el miR-103a-3p - TFAP2A estaba mas fuertemente
correlacionados en comparacion con otras. El factor de transcripcion AP-2 alfa
(TFAP2A) es un mediador critico en el desarrollo embrionario y se ha revelado por su
funcion fundamental en la carcinogénesis©®®?. Sin embargo, debido a la heterogeneidad
del cancer y la diversidad transcripcional, TFAP2A ha mostrado efectos paradojicos en
diferentes tumores®®%®. Por ejemplo, estudios previos han demostrado que TFAP2A
puede contribuir a la expresion de Rafl inducida por HBx en hepatocitos, lo que
proporciona un posible mecanismo para la aparicion y el desarrollo de CHC-VHB®.
Ademas, en cancer de mama, glioma y cancer de colon, TFAP2A se comporta mas
como un supresor de tumores, mientras que en neuroblastoma, cancer de pancreas y
leucemia, muestra potencial oncogénico®®¥. Liu et al. demostré que el MFPP5 esta up-
regulado en el tejido hepatico de los pacientes portadores inactivos del VHB en
comparacion con pacientes inmunotolerantes, que tal vez participar en el control de la

replicacion del VHB y determinar el estado inactivo de la infeccion por VHB 69,

Los términos GO mas enriquecidos en proceso bioldgico fue respuesta a la
vitamina. Estudios previos han demostrado que las vitaminas pueden estar involucradas
en el proceso de infeccion por el VHB. Por ejemplo, el acido retinoico, un componente
de la vitamina A, puede promover y mejorar la transcripcion y replicacion del VHB
mediante la activacion de RXRa; ademas, la infeccion por el VHB puede promover
proteinas relacionadas con el metabolismo del retinol®¢?. Otra investigacion muestra
que la vitamina D también juega un papel importante en la enfermedad hepatica

metabolica e inflamatoria.
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Las indicaciones del tratamiento antiviral de la HBC se basan principalmente en
la combinacion de tres criterios: niveles séricos de ADN-VHB, valores de ALT y
gravedad de la lesion hepatica evaluada mediante biopsia hepatica o métodos no
invasivos. Los pacientes deben ser tratado cuando tienen niveles de ADN-VHB
superiores a 2.000 Ul/ml, niveles anormales de ALT sérica persistentes o intermitentes
y al menos necroinflamacion y/o fibrosis moderada. Sin embargo, el tratamiento de
HBC-ZG debe ser individualizado, y requiere equilibrar los riesgos y beneficios para
los resultados de salud. Aunque los niveles bajos de replicacion del VHB y la ausencia
de dafio hepatico significativo son factores de buen prondstico en la historia natural de
la HBC, no se puede descartar que algunos de estos pacientes puedan estar infectados
con cepas mutantes asociadas con un alto riesgo de CHC®®®). El tratamiento antiviral
en HBC-ZG es un tema controvertido. Un estudio de Bonacci y sus colegas mostraron
que la mayoria de los pacientes caucésicos con HBC-ZG presentaron una historia
natural relativamente benigna. Después de un seguimiento de 8 afos, 45% de los
pacientes con HBC-ZG pasaron a la fase de infeccion cronica por VHB con HBeAg
negativo (anteriormente denominado fase de portador inactivo); con solo el 6,3%
progresaron a hepatitis cronica por VHB con HBeAg negativo que cumplieron los
criterios de tratamiento; la fibrosis se mantuvo estable y ningin paciente desarrollo a
cirrosis; y solo 1 paciente desarrollo CHC sin cirrosis®". Este estudio mostré bueno
resultado en ausencia de tratamiento después de un seguimiento a largo plazo, y que la
terapia antiviral se puede evitar o retrasar de manera segura en los pacientes caucasicos
con HBC-GZ. Sin embargo, otros estudios han observado que los pacientes con HBC-

ZG no tratados tenian un mayor riesgo de eventos clinicos que los pacientes tratados©®.

En el cuarto escenario hicimos un seguimiento de los pacientes con HBC-ZG
durante tres afios. Al comparar ED de miARNs y ARNms entre los pacientes con HBC-
ZG que reciben terapia antiviral y los que no reciben tratamiento, intentamos descubrir
la red reguladora de miARN-ARNm capaz de predecir los pacientes HBC-ZG que
requerirdn terapia antiviral. Se cribaron un total de 21 ED miARNs, incluidos 3 ED

miARNs up-regulados y 18 ED miARNs down-regulados, y 353 ED ARNm, incluidos
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177 ED ARNm up-regulados y 176 ED ARNm down-regulados. A través de una serie
de andlisis bioinformaticos, se obtuvieron un total de 3 pares de miARN-ARNm
significativos (miR-6845-5p - TAGLN, miR-4786-3p - ELP6 y miR-6800-3p -
CHRDLI1), dentro de ellos, el miR-6845-5p - TAGLN estaba mas fuertemente
correlacionado en comparacion con otras. La transgelina (TAGLN) es una proteina de
unioén a actina que pertenece a la familia de las calponinas y se localiza en el musculo
liso vascular y visceral, y también se expresa en fibroblastos, células endoteliales e
inmunes®’”. TAGLN est4 implicado en varios procesos biologicos relacionados con la
progresion del cancer, como la proliferacion, diferenciacion, migracion, invasion y
apoptosis®’D. También se informa que TAGLN es un supresor de tumores,
especialmente en CHC®Y, Otros estudios previos han demostrado que TAGLN puede
ser un factor positivo del huésped inducido por HBx, estd involucrado en la
transcripcion y replicacion del VHB, asi como en la fibrosis y tumorigénesis hepatica
relacionadas con HBx®7, Un estudio reciente demostré que TAGLN podria ser un
objetivo importante en JS-K (JS-K, un diolato de diazenio que libera 6xido nitrico, es

eficaz contra varios tumores) contra CHC-VHB®),

Los andlisis de GO y GSEA sugirieron que las vias estdn principalmente
enriquecidas en el proceso metabodlico de los acidos grasos. El higado es el 6rgano
principal para la sintesis y circulacion de lipidos, juega un papel importante en el
metabolismo de los lipidos, como la oxidacion y degradacion de 4cidos grasos y la
produccion de cuerpos cetonicos. Los cambios metabodlicos causados por el VHB estan
asociados con el higado graso y la inflamacion. Anomalia en la degradacion de 4cidos
grasos podrian inducir un higado graso por la infecciéon crénica por el VHB®™, se

informa que HBX juega un papel importante en este proceso patologico®”.

En resumen, encontramos que los miR-199b-5p - SMARCEI y miR-199b-5p -
TXNRDI1, miR-23b-3p - FOSB y miR-29¢-3p - XPOS5 podrian ser posible red
reguladora que contribuya a la patogénesis de HBC-ZG. Establecimos una posible red

reguladora de miARN-ARNm relacionada con el nivel de expresion de ADNcce
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intrahepético en pacientes con HBC-ZG. La disminucién de la expresion de miR-4295
en pacientes con HBC-ZG con niveles bajos de ADNccc esta relacionada con el
aumento de la expresion de ZNF224, que est4 involucrado en el proceso biologico de
la replicacion del VHB y la regulacion de su ciclo de vida. Ademas, especulamos
audazmente que el par de interaccion miR-103a-3p - TFAP2A puede usarse para
predecir el posible aclaramiento sérico de HBsAg en pacientes con HBC-ZG, lo que
proporciona una nueva idea para el tratamiento de la hepatitis B. Por ultimo, durante el
seguimiento de tres afios de los pacientes con HBC-ZG, encontramos que el nivel de
miR-6845-5p fue significativamente disminuida en los pacientes que necesitan recibir
terapia antiviral y, que estan relacionado con la aumentada de TAGLN. Suponemos que
la interaccion de miR-6854-5p - TAGLN puede servir como biomarcador de la
necesidad de terapia antiviral en pacientes con HBC-ZG, que puede estar relacionada
con la progresion de la enfermedad hepatica. En el futuro, se necesitan maés
investigaciones para verificar nuestros hallazgos actuales, aclarar los mecanismos por
los cuales se altera la expresion de los miARNs del huésped durante la infeccion y su

impacto en la funcién celular.

Aunque realizamos un analisis exhaustivo de la red reguladora de miARN-ARNm
involucrada en pacientes con HBC-ZG, e identificamos con ¢€xito varias vias
potenciales de miARN-ARNmMm, existen algunas limitaciones en este estudio. En primer
lugar, el tamafio de la muestra es relativamente pequeiio, contiene solo 13 muestras de
tejido hepatico. En segundo lugar, la red de miARN-ARNm objetivo no se valida
mediante experimentos in vivo e in vitro. En tercer lugar, el tiempo de seguimiento es
corto. Por lo tanto, en el futuro, se necesitan muestras clinicas mas grandes y los
experimentos correspondientes para hacer la verificacion de nuestros resultados vy,
ademas, se necesita un estudio longitudinal de seguimiento mas prolongado para aclarar

la progresion de la enfermedad hepética en estos pacientes.
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CONCLUSIONES

® [os miARNSs circulantes (especialmente el miR-125b) podrian servir como un
biomarcador no invasivo potencial en el diagnéstico precoz de CHC-VHB, ademas, el

uso de los clusters de miARN pueden mejorar la precision diagnostica.

® Existe una correlacion significativa entre el ARNpg-VHB sérico y el ADNcce
intrahepético en pacientes con HBC-ZG, lo que indica que el ARNpg-VHB sérico es

un potencial biomarcador subrogado fiable del ADNccce intrahepético.

® MiR-199b-5p - SMARCEI1, miR-199b-5p - TXNRD1, miR-23b-3p - FOSB y miR-
29¢-3p - XPOS5 son las posibles redes reguladoras puedan estar involucrados a la

patogénesis de HBC-ZG.

® [a expresion de miR-4295 esta reducida en pacientes con HBC-ZG con niveles
bajos de ADNccc, lo que esta relacionado con el aumento de la expresion de ZNF224,
y esta involucrado en la replicacion del virus, la regulacion del ciclo de vida del virus
y la regulacion replicativa del genoma viral, cudl puede ser en un objetivo terapéutico

potencial para HBC.

® El par de interaccion miR-103a-3p - TFAP2A puede usarse para predecir el posible
aclaramiento sérico de HBsAg en pacientes con HBC-ZG, lo que proporciona una

nueva idea para el tratamiento de la hepatitis B.

® La interaccion de miR-6854-5P - TAGLN puede servir como biomarcador de la
necesidad de terapia antiviral en pacientes con HBC-ZG, que puede estar relacionada

con la progresion de la enfermedad hepatica.
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ANEXO 1: HOJA DE RECOGIDA DE BASE DE DATOS

VISTA BASAL
Apellido y nombre: Centro:

Fecha de nacimiento: Sexo:

ESTUDIO SEROLOGICO

HBsAg [ Positivo [ Negativo (Fecha: )
Anti-HBs [ Positivo [J Negativo (Fecha: )
Anti-HBc IgG LI Positivo L] Negativo (Fecha: )
Anti-HBc IgM L] Positivo L] Negativo (Fecha: )
HBeAg [] Positivo [] Negativo (Fecha: )
Anti-HBe L] Positivo L] Negativo (Fecha: )
ESTUDIO DE GENOTIPO:

L] Genotipo A L] Genotipo B [] Genotipo C

L] Genotipo D LI Genotipo E L1 No sabe

ESTUDIO VIROLOGICO

ADN-VHB (antes de tto): ——— IU/mL (Fecha:
ADN-VHB (después de tto): —— TU/mL (Fecha:
qHBsAg (antes de tto): ———— [U/mL (Fecha:
qHBsAg (después de tto): IU/mL (Fecha:

(copies/mL) (Fecha:

ARNpg-VHB en suero (antes de tto):

ARNpg-VHB intrahepatico (antes de tto): (copies/mL) (Fecha:

ADNccc intrahepatico (antes de tto): (copia/cel) (Fecha:

ADN-VHB intrahepatico total (antes de tto): (Fecha:
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ESTUDIO BIOLOGICO

AST: U/L ALT: U/L

GTT: U/L Fosfatasa alcalina: U/L
Proteina total: g/dL Bilirrubina total: mg/dL
Colinesterasa: U/L Lactato deshidrogenasa: U/L
Creatinina: mg/dL Colesterol: mg/dL
Triglicérido: mg/dL HDL.: mg/dL

LDL: mg/dL indice de forns:

Indice de APRI: Indice de FIB-4:

Glucemia: mg/dL Resistencia a insulina:

Hemoglobina: g/dL Plaquetas: K/uL

INR: Tiempo de protrombina: _ seg
Actividad de protrombina: _ % Tiempo de cefalina: _ seg

ESTUDIO DE ELASTROGRAFIA HEPATICA
Fibroscan: Kpa

ESTUDIO HISTOLOGICO

Biopsia hepatica realizada: L Si LI No
» Nivel de infiltracion portal:

1 0: Ausente 0 minima.

[ 1: Inflamacion portal sin necrosis.

[J 2: Necrosis leve de interfase.

[J 3: Necrosis moderada de la interfase.

L] 4: Necrosis difusa severa de interfase.
» Nivel de infiltracion lobulillar:

(] 0: Ninguna.

[ 1: Inflamacion lobulillar sin dafio hepatocelular.
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L] 2: Necrosis o apoptosis focal.
[ 3: Necrosis focal severa (necrosis confluente).
L] 4: Dafio que incluye necrosis confluente en puentes.
» Nivel de fibrosis:
L] 0: Sin fibrosis.
L] 1: Fibrosis limitada a los espacios porta.
[12: Septos fibrosis peri-portal o porta-porta, pero con relacion vascular intactas.
[ 3: Fibrosis con estructura alterada, pero sin cirrosis obvia.

[1 4: Probable o definitiva cirrosis

TRATAMIENTO

Lleva tratamiento antiviral: ~ [1Si  (Fecha: ) LI No

Nombre y dosis de tratamiento antiviral:

SEGUIMIENTO

L] Vivo

Progresion: [] No hay progresion
Cirrosis hepatica
Encefalopatia hepatica
Hepatocarcinoma

Hemorragia por hipertension portal

O O o o

Otros:

1 Muerto

Causa: [J Hepatica:

[] No hepatica:
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