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ACLF: fallo hepático agudo sobre crónico (del inglés, acute on chronic liver failure) 
ALT: alanino aminotransferasa 
AST: aspartato aminotransferasa 
AUC: área bajo la curva (del inglés, area under the curve) 
 
BBNS: β-bloqueantes no cardioselectivos 
BCL2: del inglés, B-cell lymphoma 2 
 
CBP: colangitis biliar primaria 
CEP: colangitis esclerosante primaria 
CIC: Centro de Investigación Cooperativa 
Ct: umbral de ciclo o punto de corte (del inglés, cycle threshold) 
 
DILI: daño hepático inducido por fármacos (del inglés, drug-induced liver injury) 
DNA: ácido desoxirribonucleico (del inglés, deoxyribonucleic acid) 
DNAc: DNA complementario 
DPPI: derivación portal percutánea intrahepática  
 
EIVPD: diferencia pico de presión de eyección intraventricular (del inglés, ejection 
intraventricular pressure difference) 
 
FEVI: fracción de eyección ventricular izquierda 
 
GPVH: gradiente de presión venosa hepática 
 
IDIBAPS: Instituto de Investigaciones Biomédicas August Pi i Sunyer 
INR: índice normalizado internacional (del inglés, international normalized ratio) 
 
MAFLD: enfermedad hepática metabólica (del inglés, metabolic associated fatty liver 
disease) 
MELD: del inglés, model for end-stage liver disease 
miRNAs: microRNAs  
 
ncRNA: RNA no codificante 
 
PBE: peritonitis bacteriana espontánea 
 
qRT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripción inversa (del 
inglés, quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain reaction) 
 
RNA: ácido ribonucleico (del inglés, ribonucleic acid) 
RIC: rango intercuartílico  
 
TFGe: tasa de filtrado glomerular estimada 
TGF- β: factor de crecimiento transformante β 
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UTR: región no traducida (del inglés, untranslated regions) 
 
VHB: virus de la hepatitis B 
VHC: virus de la hepatitis C 
Vol: volumen 
 
XIAP: inhibidor de la proteína de apoptosis ligado al gen X 
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INTRODUCCIÓN  
La ascitis refractaria representa una fase de descompensación grave de la cirrosis hepática 
caracterizada por la presencia de disfunción circulatoria y elevada mortalidad. Los β-
bloqueantes no cardioselectivos (BBNS) son el pilar fundamental del tratamiento para 
prevenir el sangrado variceal y su recurrencia y, pese a haber demostrado numerosos 
beneficios en pacientes con cirrosis, podrían tener un efecto deletéreo en pacientes con 
ascitis refractaria al comprometer sus mecanismos de compensación cardiaca. 
Actualmente no disponemos de marcadores no invasivos que permitan identificar a los 
pacientes con cirrosis descompensada y disfunción circulatoria grave en los que el uso de 
BBNS podría ser perjudicial. Los microRNAs (miRNAs) están desregulados en distintas 
patologías y existe un creciente interés en su papel como biomarcadores diagnósticos y 
pronósticos.  
 
OBJETIVO 
Caracterizar una firma de miRNAs y evaluar su capacidad para distinguir ascitis refractaria, 
predecir respuesta hemodinámica a BBNS e identificar el desarrollo de disfunción sistólica 
cardiaca con tratamiento BBNS en pacientes con cirrosis descompensada. 
 
MÉTODOS 
Estudio multicéntrico traslacional con muestras biológicas humanas que se desarrolló en tres 
fases: 1) Identificación de una firma de miRNAs en base a los niveles diferenciales en el 
secretoma de hepatocitos humanos primarios procedentes de hígados de pacientes con 
cirrosis descompensada (n =9) e hígados sin cirrosis (n =9). 2) Análisis de la firma de miRNAs 
y de 3 miRNAs control descritos previamente como biomarcadores de enfermedad 
hepática crónica (miR-192-5p, miR-34a-5p y miR-29a-5p) en suero de pacientes con cirrosis 
descompensada (n =36) y controles no cirróticos apareados por sexo y edad (n =36). 3) 
Evaluación de la capacidad de la firma de miRNAs para identificar ascitis refractaria, 
predecir respuesta hemodinámica a BBNS y aparición de disfunción cardiaca en muestras 
de suero de pacientes con cirrosis descompensada (n =36, 18 con ascitis refractaria). Se 
analizó la firma de miRNAs mediante qRT-PCR en muestras de suero basales y un mes 
después de iniciar tratamiento con BBNS para profilaxis de hemorragia variceal. A todos los 
pacientes se les realizó una medición del gradiente de presión venosa hepática (GPVH) y 
un ecocardiograma antes y un mes después de iniciar tratamiento con BBNS. Se definió 
respuesta hemodinámica como una caída en el GPVH ≥10% y la función sistólica cardiaca 
se evaluó mediante el parámetro ecocardiográfico diferencia pico de presión de eyección 
intraventricular.  
 
RESULTADOS 
Se caracterizó una firma de 5 miRNAs (miR-452-5p, miR-429, miR-885-5p, miR-181b-5p y miR-
122-5p) que presentaron unos niveles significativamente diferentes en el secretoma de 
hepatocitos cirróticos. Al analizar la firma de 5 miRNAs y los 3 miRNAs control en muestras de 
suero de pacientes con cirrosis descompensada y controles, los pacientes cirróticos 
presentaron niveles más bajos de miR-429, miR-885-5p, miR-181b-5p, miR-122-5p, miR-192-5p 
y miR-29a-5p (p <0,05). Al evaluar en suero la firma de miRNAs en pacientes con cirrosis 
descompensada, los pacientes con ascitis refractaria presentaron niveles de miR-181b-5p 
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significativamente superiores a los de pacientes con ascitis sensible a diuréticos (p =0,008). 
Los niveles basales de miR-452-5p y miR-429 en suero fueron significativamente menores en 
los pacientes que presentaron respuesta hemodinámica a BBNS (p =0,006). En pacientes 
con ascitis refractaria, los niveles séricos basales de miR-452-5p y miR-885-5p se 
correlacionaron inversamente con las resistencias vasculares sistémicas basales (ρ =−0,46, p 
=0,007; y ρ =−0,41, p =0,01, respectivamente) y con la reducción de la función sistólica 
cardiaca con tratamiento BBNS (ρ =−0,55, p =0,02; y ρ =−0,55, p =0,02, respectivamente). 
Los 3 miRNAs control no presentaron diferencias significativas en ninguno de los escenarios 
evaluados en pacientes con cirrosis descompensada. 
 
CONCLUSIONES  
La firma de miRNAs identificada permite distinguir a los pacientes con cirrosis 
descompensada con mayor probabilidad de presentar respuesta hemodinámica y riesgo 
de compromiso de la función sistólica cardiaca con tratamiento BBNS. En la cirrosis 
descompensada, los niveles séricos de miRNAs podrían ser una herramienta no invasiva útil 
para predecir respuesta a BBNS e identificar pacientes con enfermedad hepática más 
avanzada en los que los BBNS deberían evitarse. 
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BACKGROUND 
Refractory ascites represents a phase of severe decompensation in liver cirrhosis 
characterized by the presence of significant circulatory dysfunction and high mortality. Non-
cardioselective β-blockers (NSBB) are the cornerstone treatment to prevent variceal 
bleeding and its recurrence. Despite having shown numerous benefits in patients with 
cirrhosis, NSBB could have a deleterious effect in patients with refractory ascites by 
compromising their cardiac compensatory mechanisms. Non-invasive staging of 
decompensated cirrhosis is an unmet clinical need, and there is a lack of non-invasive 
markers to identify those patients with decompensated cirrhosis and severe circulatory 
dysfunction in whom the use of NSBB could be harmful. MicroRNAs (miRNAs) are deregulated 
in different diseases and there is growing interest in their role as diagnostic and prognostic 
biomarkers. 
 
AIM 
To characterize a miRNA signature and evaluate its ability to distinguish refractory ascites, 
predict hemodynamic response to NSBB, and identify the development of systolic cardiac 
dysfunction under NSBB treatment in patients with decompensated cirrhosis. 
 
METHODS 
This was a collaborative translational study with human biological samples that was 
developed in three phases: 1) Identification of a miRNA signature based on its differential 
levels in the secretome of primary human hepatocytes from livers of patients with 
decompensated cirrhosis (n = 9) and livers without cirrhosis (n = 9). 2) Analysis of the signature 
of miRNAs and 3 control miRNAs previously discovered as biomarkers of chronic liver disease 
(miR-192-5p, miR-34a-5p, and miR-29a-5p) in serum of patients with decompensated cirrhosis 
(n = 36) and controls matched for sex and age (n = 36). 3) Evaluation of the ability of the 
miRNA signature to identify refractory ascites, predict hemodynamic response, and the 
appearance of cardiac dysfunction in serum samples from patients with decompensated 
cirrhosis (n = 36, 18 with refractory ascites). The signature of miRNAs was analyzed by RT-qPCR 
in serum samples at baseline and one month after starting treatment with NSBB for variceal 
bleeding prophylaxis. All patients underwent a hepatic venous pressure gradient (HVPG) 
and an echocardiogram before and one month after starting treatment with NSBB. 
Hemodynamic response was defined as a decrease in HVPG ≥ 10% and cardiac systolic 
function was evaluated using the echocardiographic parameter ejection intraventricular 
pressure difference. 
 
RESULTS 
A signature of 5 miRNAs (miR-452-5p, miR-429, miR-885-5p, miR-181b-5p, and miR-122-5p) was 
characterized by its significant different levels in the secretome of cirrhotic hepatocytes. 
When analyzing the signature of 5 miRNAs and the 3 control miRNAs in serum samples from 
patients with decompensated cirrhosis and controls, cirrhotic patients had lower levels of 
miR-429, miR-885-5p, miR-181b-5p, miR-122-5p, miR-192-5p, and miR-29a-5p (p < 0.05). When 
evaluating the serum levels of the miRNA signature in patients with decompensated cirrhosis, 
patients with refractory ascites had higher levels of miR-181b-5p than patients with diuretic-
sensitive ascites (p = 0.008). Baseline serum levels of miR-452-5p and miR-429 were 



 21 

significantly lower in patients who presented hemodynamic response to NSBB (p = 0.006). 
Serum levels of miR-452-5p and miR-885-5p at baseline inversely correlated with basal 
systemic vascular resistance (ρ = −0.46, p = 0.007; and ρ = −0.41, p = 0.01, respectively ) and 
with the decrease in cardiac systolic function under NSBB treatment in patients with 
refractory ascites (ρ = −0.55, p = 0.02; and ρ = −0.55, p = 0.02, respectively). The 3 control 
miRNAs did not show significant differences in any of the scenarios evaluated in patients with 
decompensated cirrhosis. 
 
CONCLUSIONS 
The novel miRNA signature allows to distinguish patients with decompensated cirrhosis who 
are more likely to have a hemodynamic response to NSBB and those patients with more 
severe systemic circulatory dysfunction and at risk of cardiac systolic impairment under NSBB. 
In decompensated cirrhosis, the serum levels of miRNAs could be a useful non-invasive tool 
to predict response to NSBB and identify patients with more advanced liver disease in whom 
NSBB should be avoided. 
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1. microRNAs 
 
1.1 Generalidades 
 
El ácido desoxirribonucleico, conocido por las siglas DNA (del inglés, deoxyribonucleic acid), 
contiene las instrucciones necesarias para el desarrollo y funcionamiento del ser humano y 
de la mayoría de los seres vivos. Para ello, la información contenida en el DNA y organizada 
en genes se transcribe a una molécula de ácido ribonucleico (RNA, del inglés ribonucleic 
acid) conocida como RNA mensajero que a su vez se traduce a una proteína. Este proceso 
constituye el “dogma central de la biología molecular” descrito por Francis Crick en 1957: 
los genes codifican proteínas (figura 1) (1). Sin embargo, menos del 2% del genoma humano 
codifica proteínas (2). Durante décadas, el genoma restante, el DNA no codificante, se 
consideró “DNA basura” al estimarlo carente de función. A pesar de que la mayor parte del 
genoma no codifica proteínas si se transcribe al llamado RNA no codificante (ncRNA). Los 
ncRNA son un grupo heterogéneo de moléculas en cuanto a su longitud, conformación y 
función celular. En la tabla 1 se recoge la clasificación de ncRNA en función del tamaño 
(3). Aunque no se conoce con detalle la funcionalidad de la mayoría de los ncRNA, 
parecen ser clave en la regulación de múltiples procesos biológicos y representan uno de 
los principales mecanismos epigenéticos (cambios en la expresión génica que no implican 
un cambio permanente en la secuencia de DNA) (4).  
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 1. Dogma central de la biología molecular. DNA: ácido desoxirribonucleico (del 
inglés, deoxyribonucleic acid); RNA: ácido ribonucleico (del inglés, ribonucleic acid). 
  

Transcripción

DNA RNA
mensajero

Proteína

Traducción

Núcleo

Citoplasma
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ncRNA 

ncRNA estructurales rRNA 
tRNA 

ncRNA reguladores 

ncRNA largos  
(>200 nucleótidos) 

Circular 
Lineal 

ncRNA medianos 
(30-200 nucleótidos) 

SnoRNA 
tiRNA 
SnRNA 
ScRNA 
PROMPTs 

ncRNA pequeños  
(18-30 nucleótidos) 

miRNA 
PiRNA 
SiRNA 
CrasiRNA 
TelsRNA 

 
 
Tabla 1. Clasificación del RNA no codificante en función del tamaño. ncRNA: RNA no 
codificante; rRNA: RNA ribosomal; tRNA: RNA de transferencia; SnoRNA: RNA nucleolar 
pequeño; tiRNA: RNA iniciador de la transcripción; SnRNA: RNA nuclear pequeño; ScRNA: 
RNA citoplásmico pequeño; PROMPTs: promotor de transcripción upstream; miRNA: 
microRNA; piRNA: piwi RNA; SiRNA: RNA interferente pequeño; CrasiRNA: RNA iniciador de 
transcripción; telsRNA: RNA pequeño de interacción asociado a repetición de centrómero. 
 
 
Los microRNAs (miRNAs) constituyen la clase de ncRNA más estudiados. Son moléculas 
monocatenarias de pequeño tamaño (18-25 nucleótidos) implicadas en la regulación de 
la expresión génica a nivel postranscripcional (5). Su biogénesis tiene lugar preferentemente 
a partir de la vía canónica. De forma simplificada, su síntesis se inicia en el núcleo celular 
donde los genes que codifican miRNAs (generalmente partir de intrones) se transcriben de 
DNA a una molécula que contiene varias estructuras en horquilla llamada pri-microRNA 
(500-3000 nucleótidos) mayoritariamente mediante la RNA polimerasa II. El pri-microRNA 
posteriormente se procesa mediante la proteína drosha a una molécula más corta de una 
única horquilla llamada pre-microRNA (70 nucleótidos). A continuación, el pre-miRNA se 
exporta al citoplasma mediante exportina 5, donde la enzima dicer fragmenta el pre-miRNA 
cerca del bucle dando lugar a un miRNA bicatenario o dúplex. Finalmente, una de las dos 
cadenas de RNA monocatenario del dúplex, generalmente la 5’ por ser más estable, se 
acopla a la proteína argonauta y se convierte en un miRNA maduro monocatenario (22 
nucleótidos de media) mientras que la otra cadena, la 3’, se degrada. El complejo miRNA 
maduro-argonauta constituye el componente clave del complejo silenciador inducido por 
miRNA que reconoce y se une, gracias a la hebra de miRNA maduro, al RNA mensajero 
diana. La unión tiene lugar a nivel de la región 3’ no traducida (3’ UTR, del inglés untranslated 
regions) del RNA mensajero, aunque en humanos no hay una complementariedad 
perfecta, provocando su desestabilización y la represión de la traducción (figura 2) (5, 6). 
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Aunque los miRNAs generalmente conducen a la represión o desintegración del RNA 
mensajero diana, los miRNAs también pueden estimular la expresión de genes. La biogénesis 
de los miRNAs se puede regular a nivel transcripcional por factores de transcripción 
específicos y a nivel postranscripcional por cambios en el procesamiento (7). 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 2. Esquema simplificado de la biogénesis de los microRNAs. miRNA: microRNA; DNA: 
ácido desoxirribonucleico (del inglés, deoxyribonucleic acid). 
 
 
Mediante su unión a regiones complementarias de RNA mensajero, los miRNAs llevan a 
cabo una regulación postranscripcional de la expresión génica al interferir en el proceso de 
traducción, bien induciendo la degradación del RNA mensajero o inhibiendo su traducción 
a proteína. Es decir, los miRNAs pueden disminuir la expresión de determinadas proteínas, lo 
que les otorga un papel clave en la regulación de procesos celulares como la proliferación, 
la diferenciación, el desarrollo y la apoptosis (8). Se estima que más del 60% de todos los 
RNA mensajeros contienen sitios de unión para miRNAs en su región 3' UTR, de forma que los 
miRNAs regulan de forma directa o indirecta más de la mitad de los genes de ser humano 
(9). Por otra parte, cada miRNA puede regular a varios cientos de RNA mensajeros diferentes 
y a su vez un RNA mensajero determinado puede estar modulado por varios miRNAs, dando 
lugar a complejas redes de regulación implicadas en procesos biológicos fundamentales 
(10, 11). 
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El primer miRNA, lin-4, se describió en el nematodo Caenorhabditis elegans en el año 1993 
(12). Desde entonces se han identificado más de 2500 miRNAs humanos que se encuentran 
registrados en el repositorio público miRBASE (http://www.mirbase.org/) (13). Por consenso 
se establece que el nombre de los miRNAs se compone de un prefijo de tres letras que 
indica la especie de origen (“hsa” hace referencia a miRNAs humanos, Homo sapiens), 
seguido del prefijo “miR” que denota miRNA maduro y finalmente un número de 
identificación único. Las secuencias 5’ y 3’ se indican con los sufijos -5p y -3p 
respectivamente. De esta forma, “hsa-miR-122-5p” corresponde a la secuencia 5’ del miR-
122 maduro en Homo sapiens (14). Dado que solo nos referiremos a miRNAs humanos, de 
ahora en adelante se omitirá el prefijo “hsa”. 
 
 
1.2 microRNAs como biomarcadores 
 
Un biomarcador o marcador biológico se define como “aquella molécula biológica que se 
encuentra en la sangre, otros líquidos o tejidos del cuerpo y es un indicador de un proceso 
normal o anormal, o de una afección o enfermedad. Un marcador biológico se utiliza a 
veces para determinar la respuesta del cuerpo a un tratamiento para una enfermedad o 
afección” (15). Hay distintos tipos de biomarcadores, siendo los más habituales los 
predictores, diagnósticos y pronósticos. 
 
Dilucidar la función biológica individual en la que está implicado cada miRNA es complejo, 
aunque puede realizarse mediante modelos in vitro en los que se module el miRNA y 
modelos animales knockout y transgénicos. Por ejemplo, para determinar el papel biológico 
de miR-122, muy relevante en la fisiopatología hepática, se generaron ratones con deleción 
de miR122 que provocó que los ratones desarrollaran esteatohepatitis y carcinoma 
hepatocelular (16). El hecho de que los miRNAs tengan múltiples dianas y que los RNA 
mensajeros sean modulados por múltiples miRNAs complica aún más la interpretación de 
los resultados. Diferentes miRNAs tienden a actuar de manera cooperativa para reprimir un 
gen específico o varios genes dentro de la misma vía (17). Independientemente de su 
función y, aunque la mayoría de miRNAs no son específicos, determinados miRNAs tienen 
un perfil de expresión predominante en ciertos órganos o tejidos. Así, miR-122-5p es el más 
expresado en el hígado representando más de la mitad de los miRNAs hepatocitarios (18). 
Es más, la expresión desregulada de distintos miRNAs se ha asociado a numerosas 
enfermedades, lo que ha propiciado que se explore su potencial como biomarcador 
diagnóstico o pronóstico (19). Por otra parte, la modulación de miRNAs podrían usarse como 
potenciales tratamientos (agonistas de miRNAs, que realizarían la misma función que el 
miRNA endógeno), tras constituirse los miRNAs como dianas terapéuticas (anti-miRNA, 
oligonucleótidos antisentido que se unirían a un miRNA concreto inactivándolo) (20).  
 
En el año 2008 se describió la detección de miRNAs extracelulares (21). A nivel extracelular 
los miRNAs pueden circular unidos a proteínas y lipoproteínas (frecuentemente a argonauta 
2 y lipoproteínas de alta densidad) o contenidos en el interior de vesículas extracelulares 
como microvesículas o exosomas (figura 3) (22-25). La distribución de los miRNAs circulantes 
ha sido objeto de controversia, de forma que algunos estudios han sugerido que la mayor 
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parte de los miRNAs en suero o plasma se concentran en vesículas extracelulares, 
fundamentalmente exosomas, mientras que otros grupos han sugerido que el 90% de los 
miRNAs circulantes estarían asociados a proteínas (26, 27). Estas observaciones 
contradictorias podrían deberse a diferencias técnicas en el aislamiento de vesículas 
extracelulares, o diferencias entre suero y plasma. 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 3. Localización de los microRNAs. miRNAs: microRNAs. 
 
 
El descubrimiento de la localización de miRNAs en fluidos biológicos abrió un intenso debate 
acerca de su origen y funcionalidad. Por un lado, algunos autores sostienen que los miRNAs 
extracelulares pasarían a la circulación durante el daño celular o tisular, liberados de forma 
pasiva por las células como productos de deshecho tras la muerte celular, 
fundamentalmente en forma de cuerpos apoptóticos, por lo que carecerían de función 
biológica (27, 28). Por otro lado, la mayoría de autores consideran que la presencia de 
miRNAs extracelulares, o al menos parte, sería el resultado de un proceso activo de 
secreción por parte de las células bien unidos a proteínas o bien contenidos en vesículas 
extracelulares. Los miRNAs tendrían por tanto un papel como moléculas de señalización y 
participarían en la comunicación intercelular de forma que podrían modular la expresión 
génica de otras células de forma paracrina o endocrina, es decir tendrían el potencial de 
influir en células a distancia (29, 30). Los miRNAs extracelulares asociados a vesículas 
entrarían a las células dianas por endocitosis, fagocitosis o fusión directa con las membranas 
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plasmáticas, mientras que los secretados sin vesículas serían captados por receptores 
específicos en la superficie celular (31). Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de que 
los miRNAs extracelulares parecen ser funcionalmente activos en las células receptoras. 
Además, el perfil de miRNAs contenido en vesículas extracelulares difiere de los miRNAs 
localizados a nivel intracelular en las células generadoras de las vesículas (32). Sin embargo, 
no se conocen los mecanismos exactos que conducirían a la incorporación selectiva de 
determinados miRNAs en las vesículas extracelulares. 
  
Por otra parte, es importante destacar la estabilidad de los miRNAs en muestras clínicas. Los 
miRNAs extracelulares, tanto los contenidos en vesículas extracelulares como los unidos a 
proteínas, son altamente resistentes a la degradación por actividad de RNAasas 
endógenas. Asimismo, permanecen estables hasta cuatro días a temperatura ambiente, 
son resistentes a ciclos de congelación-descongelación y cambios de pH y permanecen 
inalterados en muestras de suero a −80 ºC durante años (33, 34). 
 
La alteración en el perfil de expresión de miRNAs circulantes se ha puesto de manifiesto en 
diversas patologías y ha propiciado, junto con su pequeño tamaño y estabilidad, su estudio 
en distintos fluidos (plasma, suero, orina, ascitis, bilis, saliva, etc.). Todo ello, ha conducido a 
que los miRNAs detectados en suero o plasma, también llamados miRNAs circulantes, se 
hayan postulado como biomarcadores diagnósticos o pronósticos, así como predictores de 
respuesta a fármacos (35). Por tanto, los miRNAs no codifican proteínas, pero están 
implicados en la regulación de procesos celulares fundamentales relacionados con una 
amplia variedad de situaciones fisiológicas y patológicas, presentando un interesante papel 
como biomarcadores no invasivos. 
 
 
1.3 microRNAs en hepatopatía 
 
Los miRNAs están implicados en la regulación de procesos fisiológicos y patológicos en el 
hígado, entre los que destacan el metabolismo lipídico y glucosado, la apoptosis, necrosis 
y proliferación celular, la transición epitelio-mesénquima, la inflamación y la fibrosis hepática 
(36). Los miRNAs se expresan de forma selectiva en los distintos tipos de células del hígado, 
de modo que miRNAs individuales tendrían una distribución y una función reguladora 
diferente según el tipo de célula hepática. Por ejemplo, la expresión de miR-29 (uno de los 
miRNAs mejor estudiados en enfermedades hepáticas) está disminuida en las células 
estrelladas hepáticas y aumentada en los hepatocitos (37). miR-122 se expresa de forma 
selectiva en los hepatocitos constituyendo el 75% de los miRNAs a ese nivel, y desempeña 
funciones clave en la homeostasis hepatocitaria. Su silenciamiento se ha asociado con el 
incremento de la replicación viral en la infección por el virus de la hepatitis C (VHC), con el 
desarrollo de esteatohepatitis y con la progresión de la fibrosis, así como el desarrollo de 
carcinoma hepatocelular e incluso su agresividad y quimio-resistencia (38, 39). Por otra 
parte, el consumo crónico de alcohol puede modular la expresión hepatocitaria de miR-
122, y se ha objetivado una disminución de la expresión de este miRNA en el hígado de 
ratones con consumo de alcohol (40). Se ha objetivado la existencia de desregulación de 
miRNAs a nivel intrahepático en distintas enfermedades hepáticas agudas y crónicas, 
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fundamentalmente en hepatitis virales, esteatosis hepática metabólica (MAFLD, del inglés 
metabolic associated fatty liver disease) y el carcinoma hepatocelular, de forma que el 
perfil de expresión de miRNAs sería diferente en hepatopatías de distinta etiología (41).  
 
Además, el conocimiento de la función a nivel celular de ciertos miRNAs ha propiciado su 
investigación en el desarrollo de nuevas terapias para enfermedades hepáticas (42). En este 
sentido, miR-122 contribuye a la replicación viral al unirse a la región no codificante 5’ del 
genoma del VHC protegiéndolo de la respuesta antiviral de la célula. De esta forma, el RNA 
del VHC lleva a cabo un secuestro funcional de miR-122 citoplasmático desreprimiendo los 
objetivos normales de miR-122 y, posiblemente, favoreciendo el riesgo de carcinoma 
hepatocelular (43-45). El conocimiento de la relación de miR-122 con el VHC ha permitido 
explorar su potencial como diana terapéutica. Miravirsen, un antagomiR contra miR-122, 
fue el primer fármaco desarrollado basado en miRNAs. En un estudio en fase II se objetivó 
que su inhibición conseguía la reducción mantenida de la carga viral sin resistencia viral y 
con buena tolerancia en genotipo 1 (46). Sin embargo, limitaciones como su administración 
parenteral y la llegada de los antivirales de acción directa impidieron el desarrollo de esta 
línea terapéutica. Por otra parte, un estudio en fase I evaluó un análogo de miR-34 en 
carcinoma hepatocelular avanzado tras estudios previos con resultados favorables en 
modelo murino. Sin embargo, el estudio tuvo que suspenderse por el desarrollo de eventos 
adversos (NCT01829971). Asimismo, la inhibición farmacológica de miR-21 en ratones con 
esteatosis hepática usando antagomiR-21 redujo la inflamación hepática y la fibrosis 
hepática en un estudio reciente, sugiriendo un posible papel en MAFLD (47).  
 
En la última década, además del estudio de miRNAs a nivel intrahepático ha surgido un 
creciente interés por conocer las alteraciones en miRNAs en fluidos, particularmente en 
plasma o suero (48-51). Los resultados de algunos de estos estudios sugieren que el perfil de 
miRNAs circulantes sería similar al encontrado a nivel intracelular, lo que reflejaría la 
liberación de miRNAs de forma pasiva en situaciones de daño hepático y permitiría una 
“biopsia líquida” en enfermedades hepáticas malignas y benignas. Por ejemplo, el aumento 
de miR-571 en hepatocitos se acompañó de niveles séricos elevados de este miRNA que se 
correlacionaron con el estadio de fibrosis hepática (52). Por el contrario, otros estudios han 
objetivado diferente expresión de miRNAs en circulación y a nivel hepático, sugiriendo una 
secreción selectiva de ciertos miRNAs que tendrían un papel en la comunicación 
intercelular dentro del hígado y a distancia. En cualquier caso, su presencia en circulación 
podría traducir situaciones patológicas en el hígado y servir como marcador no invasivo 
para diagnóstico, pronostico y predicción de respuesta a tratamiento. En efecto, se ha 
evaluado la utilidad como biomarcadores de miRNAs circulantes en distintas formas de 
enfermedad hepática aguda o crónica, fundamentalmente en carcinoma hepatocelular, 
hepatitis virales y MAFLD y, en menor medida, en otras hepatopatías. La elección de los 
miRNAs circulantes evaluados en estos estudios se ha realizado preferentemente de dos 
formas: bien realizando un cribado de los miRNAs presentes en las muestras de suero o 
plasma mediante microarray o secuenciación masiva, seleccionando aquellos con 
expresión diferencial en la hepatopatía en estudio y posteriormente validándolos mediante 
reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa en tiempo real (qRT-PCR, 
del inglés quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain reaction), o bien 
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optando por la estrategia de seleccionar miRNAs candidatos en base a resultados en 
estudios previos y analizando su presencia en suero o plasma mediante qRT-PCR. En la tabla 
2 se recogen algunos ejemplos de estudios que han evaluado el papel de los miRNAs 
circulantes como biomarcadores en distintas hepatopatías.  
 
 
 

 
 
Tabla 2. microRNAs circulantes como biomarcadores en enfermedad hepática. VHC: virus 
de la hepatitis C; VHB: virus de la hepatitis B; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato 
aminotransferasa; MAFLD: esteatosis hepática metabólica (del inglés, metabolic associated 
fatty liver disease); CBP: colangitis biliar primaria; CEP: colangitis esclerosante primaria; DILI: 
daño hepático inducido por fármacos (del inglés, drug-induced liver injury). 
 
 

Hepatopatía microRNA Mensaje 
Carcinoma hepatocelular 
 
 

↑ miR-122 suero Diagnóstico de carcinoma hepatocelular (53, 54) y mayor supervivencia (55) 
↑ miR-21 ↓ miR-16 suero Diagnóstico de carcinoma hepatocelular y correlación con el tamaño del tumor (56, 57) 
miR-15b miR-130b suero 
↑miR-331-3p ↓miR-23b-3p suero 
miR-122 miR-21 miR-192 miR-223 miR-26a 
miR-27a miR-801 plasma 

Diagnóstico de carcinoma hepatocelular en estadios precoces y α-fetoproteína normal  (58-60) 

miR-29a miR-29c miR-133a miR-143 miR-145 
miR-192 miR-505 suero 

Mayor precisión para lesiones pequeñas que la α-fetoproteina (61) 

miR-3197 suero Identifica pacientes con VHC en riesgo de carcinoma hepatocelular tras tratamiento con antivirales de 
acción directa (62) 

Hepatitis virales 
VHC 

↑ miR-122 suero Diferencia controles y VHC. Correlación con ALT, AST, índice de actividad histológica y carga viral (63, 64) 
Correlación con la respuesta a tratamiento con antivirales de acción directa (65) 

↑ miR-155 ↑miR-34a suero Diferencia controles y VHC (66, 67) 
↑ miR-21 suero Diferencia distintos grados de necroinflamación hepática (68) 

VHB miR-29 miR-122 suero Correlación con la carga viral (69, 70) 
miR-421 miR-454-3p suero Correlación con la regresión de fibrosis en pacientes con cirrosis por VHB tratados con antivirales (71) 

MAFLD miR-122 suero Diferencia MAFLD de controles sanos (72). Correlación con la presencia de fibrosis avanzada en MAFLD (73) 
miR-34a Diferencia esteatosis simple de esteatohepatitIs (72) 

Hepatopatías colestásicas ↓ miR-197-3p miR-505-3p suero Diferencia CBP de controles sanos y otras hepatopatías (74) 
 miR-122-5p, miR-141-3 y miR-26b-5p Diferencia CBP de controles sanos (mejor rendimiento que fosfatasa alcalina pero menor sensibilidad y 

especificidad que los anticuerpos antimitocondriales) (75) 
 miR-1281 y miR-126 suero Diferencia CEP de controles sanos y de pacientes con colangiocarcinoma (76) 
Hepatitis autoinmune ↑ miR-122 miR-21 suero Diferencia hepatitis autoinmune de controles y se modifica tras tratamiento con corticoides (77) 
Insuficiencia hepática 
aguda 

↑ miR-122 miR-192 suero DILI por paracetamol (78-80). Marcador precoz de daño hepático agudo en DILI al elevarse antes que ALT y 
AST y predictor de supervivencia (81) 

↑ miR-122 miR-21 miR-221 suero Identifica necesidad de trasplante hepático en insuficiencia hepática aguda de distintas etiologías (82) 
Hepatitis alcohólica miR-182 suero Correlación con la gravedad de la hepatitis alcohólica (83) 
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La progresión de la fibrosis hepática conduce a la cirrosis que representa el punto de 
encuentro común a las distintas enfermedades hepáticas crónicas. En un intento de buscar 
alternativas no invasivas a la biopsia hepática, los miRNAs circulantes se han evaluado 
como marcadores para establecer el grado de fibrosis hepática en hepatopatías de 
distinta etiología, fundamentalmente viral y MAFLD (67, 84). Se han encontrado en 
circulación niveles de miRNAs tanto aumentados (miR-122, miR-34a y miR-571) como 
disminuidos (miR-652 y miR-181b) en relación con el grado de fibrosis (85). En una cohorte 
de pacientes con VHC, los niveles séricos de miR-122 presentaron correlación negativa con 
el grado de fibrosis hepática, a mayor fibrosis hepática menores niveles séricos, 
probablemente en relación a la pérdida de hepatocitos (principal fuente de miR-122) en la 
lesión hepática crónica avanzada (86). Un estudio evaluó los niveles séricos de miR-138, miR-
140, miR-143, miR-325, miR-328 y miR-349 (miRNAs implicados en la activación de células 
estrelladas hepáticas) en el suero de 66 sujetos con fibrosis hepática en etapa temprana, 
65 con fibrosis en etapa tardía y 40 sin hepatopatía, objetivando niveles elevados en 
pacientes con fibrosis comparado con los controles sanos. miR-138 presento una sensibilidad 
de 89% y 89% y una especificidad de 71% y 93% para la predicción de fibrosis no significativa 
y fibrosis significativa respectivamente, sugiriendo que los miRNAs circulantes podrían ser 
útiles para detectar incluso estadios iniciales de la fibrosis hepática (87). Un panel de 5 
miRNAs circulantes desregulados en hepatopatías crónicas de distinta etiología mostró 
mejor valor predictivo para identificar fibrosis significativa comparado con los índices no 
invasivos actuales para identificar fibrosis (FIB-4, ratio alanina aminotransferasa (ALT)/ 
aspartato aminotransferasa (AST), APRI) (88). 
 
Sin embargo, el estudio de miRNAs en cirrosis hepática establecida como marcadores 
pronósticos de las distintas complicaciones de la cirrosis ha sido mucho menor. En un estudió 
se evaluaron los niveles de miR-181a y miR-181b en suero de 22 pacientes con cirrosis 
hepática encontrando que miR-181b presentaba niveles séricos significativamente 
superiores en pacientes con cirrosis comparado con controles. Los autores demostraron in 
vitro que el factor de crecimiento transformante β (TGF- β) inducía la expresión de miR-181b 
en células estrelladas hepáticas, importantes mediadoras de la fibrosis hepática, 
promoviendo su proliferación (89). La combinación de niveles plasmáticos de miR-106b y 
miR-181b permitió diferenciar a pacientes con cirrosis por virus de la hepatitis B (VHB) de 
controles sanos, sin diferencias en los niveles de estos dos miRNAs al comparar pacientes 
con cirrosis por VHB con pacientes con cirrosis de otras causas, sugiriendo que la variación 
en los niveles plasmáticos de estos miRNAs son independientes de la etiología (90). En 
pacientes con cirrosis secundaria a VHB, los niveles circulantes de miR-26a y miR-21 se han 
relacionado con el grado de descompensación hepática, de forma que niveles disminuidos 
permitieron discriminar a pacientes con estadio Child-Pugh C (91). De forma similar, miR-513-
3p y miR-571 presentaron niveles séricos superiores y miR-652 niveles inferiores en 67 
pacientes con cirrosis comparado con controles. Además, miR-571 se asoció con el estadio 
de la enfermedad según la clasificación de Child-Pugh de forma que pacientes Child-Pugh 
C presentaron niveles superiores en comparación con pacientes Child-Pugh A (52). Se ha 
evaluado el papel de miR-122 sérico en pacientes con cirrosis hepática en una cohorte de 
prueba y otra cohorte de validación objetivando niveles de miR-122 más bajos en pacientes 
con cirrosis descompensada comparado con pacientes con cirrosis compensada. 
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Asimismo, niveles más bajos de miR-122 se asociaron con una menor supervivencia 
independientemente de la puntuación de la escala MELD (del inglés, model for end-stage 
liver disease) y la edad (92). En otro estudio, los niveles séricos de miR-21 en pacientes con 
cirrosis descompensada se asociaron a la supervivencia libre de trasplante (93). Se ha 
evaluado también el posible papel de miRNAs en la ascitis de pacientes con cirrosis 
descompensada, objetivando niveles más elevados de miR-155, un miRNA implicado en la 
regulación de células inmunes e inflamación, en pacientes con peritonitis bacteriana 
espontánea (PBE) (94). Asimismo, los niveles circulantes de miR-34a se evaluaron en 
pacientes sometidos a colocación de derivación portal percutánea intrahepática (DPPI) 
como prevención de sangrado o por ascitis refractaria, sin demostrar mejor capacidad 
pronóstica para predecir supervivencia que la escala MELD (95). 
 
Los miRNAs circulantes se han estudiado también en fallo hepático agudo sobre crónico 
(ACLF, del inglés acute on chronic liver failure). En pacientes con VHB y ACLF los niveles 
séricos de miR-223, miR-19b, miR-210 y miR-130a parece estar aumentada y en concreto 
miR-130a parece relacionarse con el pronóstico (96, 97). miR-223-3p y miR-25-3p se 
asociaron con ACLF y con menor supervivencia a 30 días en otro estudio reciente (98). 
 
En resumen, numerosos estudios han observado niveles aumentados de miR-122 circulantes 
en enfermedades hepáticas de diferentes causas. Esto que sugiere que miR-122 en suero, 
más que relacionarse con una etiología específica, sería un marcador de daño hepático. 
De hecho, algunos estudios sugieren una mejor sensibilidad de miR-122 como marcador de 
daño hepático comparado con ALT (36). Otros miRNAs circulantes como miR-34a, miR-192 
y miR-29 presentan alteración en diversas hepatopatías sin poder correlacionarlos con una 
enfermedad específica o a una etapa de la enfermedad. A pesar de su potencial como 
biomarcadores, existe importante variabilidad entre los distintos estudios en los patrones de 
miRNAs circulantes en pacientes con enfermedades hepáticas. Ello puede deberse a la 
probable limitación en términos de especificidad de los miRNAs por su ubicuidad e 
implicación mediante redes de regulación en la expresión génica en múltiples procesos 
celulares. Asimismo, si bien algunos estudios sugieren que existe una adecuada correlación 
entre los niveles de miRNAs en suero y plasma, otros estudios han observado diferencias, y 
por ello es importante tener en cuenta el tipo de muestra a la hora de comparar resultados 
de distintos estudios (99). Por otra parte, la estandarización en la recogida de muestras, la 
técnica de determinación de miRNAs, y la normalización para el análisis de datos es 
fundamental para validar el potencial de los miRNAs como biomarcadores diagnósticos y 
pronósticos en enfermedades hepáticas. 
 
Se han detallado solo algunos de los estudios más relevantes del papel de miRNAs 
circulantes en hepatopatía, pero es importante destacar que su papel se ha explorado en 
otras situaciones de daño hepático, por ejemplo, como marcadores de rechazo agudo tras 
el trasplante hepático o como marcadores de recuperación de lesión hepática para 
optimizar la selección de pacientes para trasplante (100, 101). A pesar del extenso estudio 
de miRNAs circulantes en distintas formas de daño hepático, incluyendo la progresión de la 
fibrosis y cirrosis compensada, su potencial diagnóstico y pronóstico en el contexto 
particular de la cirrosis descompensada a penas se ha explorado. Del mismo modo, se ha 
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evaluado el papel de miRNAs circulantes para identificar respuesta terapéutica a distintos 
fármacos antivirales o corticoides, pero no disponemos de estudios que evalúen la 
respuesta al tratamiento con β-bloqueantes no cardioselectivos (BBNS), que constituyen el 
pilar del tratamiento para prevenir la hemorragia variceal. 
  



 34 

2. Vesículas extracelulares 
 
2.1 Generalidades 
 
Las vesículas extracelulares son estructuras de doble membrana de tamaño variable. Desde 
su descubrimiento en 1983 han recibido diferentes nombres y en la actualidad se clasifican 
en tres categorías en función del tamaño: exosomas (30-200 nm), microvesículas 
(anteriormente conocidas como micropartículas o ectosomas, 100-1000 nm) y cuerpos 
apoptóticos (1-4 µm) (102, 103). Los cuerpos apoptóticos son pequeñas partículas 
membranosas liberadas durante la muerte celular programada, mientras que las 
microvesículas y los exosomas son secretados de forma activa por la célula. Se diferencian 
de acuerdo a la forma en la que se produce la secreción vesicular desde la célula: las 
microvesículas se desprenden directamente por gemación de la membrana celular y los 
exosomas se originan a partir de estructuras llamadas cuerpos multivesiculares que se 
fusionan con la membrana plasmática y liberan por exocitosis sus vesículas intraluminales al 
espacio extracelular donde pasan a denominarse exosomas (104). Para su aislamiento se 
emplea generalmente la ultracentrifugación diferencial, que permite separarlas en base a 
sus propiedades biofísicas de otros factores solubles presentes en el sobrenadante del 
cultivo celular o en circulación. Otros métodos para la purificación de vesículas 
extracelulares incluyen la cromatografía para diferenciación por tamaño, la separación por 
gradiente de densidad y las técnicas de inmunoafinidad (105). Para su caracterización se 
pueden emplear, entre otras técnicas, la microscopía electrónica y la citometría de flujo 
(106, 107). Sin embargo, la complejidad técnica para separar las microvesículas y los 
exosomas por la superposición de tamaño, densidad y composición, junto con la ausencia 
de consenso inicial en cuanto a la terminología, ha provocado que en la literatura a 
menudo estas dos subclases de vesículas extracelulares se engloben indistintamente bajo 
el término “microvesículas” (108). Si bien es importante diferenciar estas dos poblaciones de 
vesículas, sigue siendo técnicamente difícil aislarlas de forma precisa y por ello la mayoría 
de las preparaciones contienen tanto exosomas como microvesículas. Por tanto, y para 
evitar confusión, actualmente se recomienda el uso del término “vesículas extracelulares 
pequeñas” que englobaría vesículas <100-200 nm (108, 109). 
 
Las vesículas extracelulares contienen diferentes tipos de moléculas, fundamentalmente 
lípidos, proteínas y distintas clases de RNA incluyendo miRNAs. Constituyen sofisticados 
sistemas de comunicación intercelular al transportar esta información biológica de una 
célula a otra, no solo de forma paracrina sino también a células diana distantes (110). En 
concreto, la presencia de miRNAs vesiculares ha generado gran interés por sus funciones 
reguladoras de la expresión génica. Las vesículas no incluyen un solo tipo de miRNAs sino 
que transportan simultáneamente distintos miRNAs que difieren en función de la célula de 
origen y se modifican de forma dinámica en respuesta a diferentes estímulos 
fisiopatológicos (111). Se ha observado diferente expresión de miRNAs a nivel celular y en el 
interior de las vesículas derivadas de las mismas células, lo que apoya que los miRNAs no se 
incorporan al azar a las vesículas y apunta a una exportación selectiva de miRNAs 
específicos (23, 32). Las secuencias específicas presentes en ciertos miRNAs podrían guiar su 
incorporación a las vesículas, mientras que ciertas enzimas u otras proteínas también 
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podrían contribuir a clasificar que miRNAs se incorporan a las vesículas (110). Por otra parte, 
la presencia en la membrana de las vesículas de determinadas proteínas de superficie 
asociadas a la célula de la que proceden permite determinar su origen (24, 110, 112). 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 4. Tipos de vesículas extracelulares. 
 
 
Por tanto, mediante la liberación de vesículas al espacio extracelular las células podrían 
modular la expresión génica de otras células vecinas o distantes al transferirles los miRNAs 
contenidos en su interior y activar distintas vías de señalización (111). Sin embargo, es difícil 
conocer con precisión sus funciones en las células diana dado que las vesículas contienen 
gran cantidad de miRNAs diferentes que pueden regular distintas vías de señalización y 
generar efectos diferentes en las células receptoras. Aunque no se conocen en 
profundidad los mecanismos de interacción entre las vesículas y las células receptoras, la 
presencia de proteínas en la superficie de las vesículas extracelulares les permitiría 
interaccionar con receptores de la célula diana de forma ligando-receptor y entrar en ellas 
a través de endocitosis (113). Otra posibilidad sería la fusión de la membrana de las vesículas 
con la membrana plasmática de las células receptoras y posterior liberación del contenido 
vesicular al citoplasma (105). Para estudiar cuál es la célula diana receptora de las vesículas 
se han desarrollado distintas estrategias que se basan principalmente en el marcaje de las 
vesículas extracelulares con indicadores fluorescentes que permitirían su seguimiento (114).  
 
Estas vesículas se liberan desde prácticamente todos los tipos celulares tanto en 
condiciones fisiológicas como patológicas, entre las que destacan la respuesta inmune, la 
inflamación, la angiogénesis o la progresión tumoral (114). A modo de ejemplo, las vesículas 
liberadas por células tumorales de cáncer de mama contienen pre-miRNA y las proteínas 
necesarias para su maduración de forma independiente de la célula que pueden inducir 
la proliferación celular en cultivo y podrían desempeñar funciones prometastásicas in vivo 
(115, 116). 
 

Microvesículas
Cuerpos 

apoptóticos

VESÍCULAS EXTRACELULARES PEQUEÑAS

Exosomas
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En definitiva, en la actualidad el conocimiento sobre la compleja biogénesis de las vesículas 
extracelulares y los mecanismos que impulsan y regulan la incorporación de determinadas 
biomoléculas en su interior es limitado. Tampoco se conoce en detalle cuál es la célula 
diana ni la función que desempeña el contenido de las vesículas en ellas. Sin embargo, el 
creciente interés por estas estructuras conducirá con seguridad a un mayor entendimiento 
de su biología en los años venideros. 
 
 
2.2 Vesículas extracelulares como biomarcadores 
 
El estudio de las vesículas extracelulares se ha incrementado de forma exponencial en los 
últimos años tras el descubrimiento de la presencia de miRNAs en su interior y la posibilidad 
de purificarlas no solo a nivel tisular en el sobrenadante de cultivos celulares sino también 
en distintos fluidos corporales, fundamentalmente en suero o plasma (111, 117). El hecho de 
que las concentraciones y la composición de las vesículas extracelulares circulantes varíen 
con la presencia de enfermedad y presenten cierta especificidad por el proceso 
patológico en curso, ha propiciado el interés tanto por las vesículas extracelulares como 
por los miRNAs vesiculares como potenciales biomarcadores (36).  
 
Sin embargo, el estudio de vesículas extracelulares y su contenido como biomarcadores 
presenta ciertas limitaciones. Entre ellas destaca que existen distintas técnicas para aislar las 
vesículas y en función del método empleado para purificarlas puede modificarse el 
contenido de miRNAs vesiculares (118). Esta dificultad para aislar vesículas de forma 
homogénea y eficiente, asociada a que los miRNAs detectados en muestras 
convencionales de suero o plasma parecen estar localizados mayoritariamente en 
vesículas, abre la puerta a estudiar directamente miRNAs circulantes sin aislar previamente 
las vesículas (119, 120). De esta forma, varios estudios han demostrado que el análisis de 
miRNAs en las vesículas extracelulares circulantes no sería superior al análisis directo de 
miRNAs en circulación (121). Ello se ve favorecido por su estabilidad, ya que se ha 
observado que los miRNAs vesiculares permanecerían inalterados en muestras congeladas 
durante largos periodos de tiempo (122). Por otra parte, la concentración de vesículas 
extracelulares puede verse influida por factores como el sexo o la edad, por lo que es 
importante emplear controles apareados para gestionar esta variabilidad, así como 
homogenizar en la medida de lo posible el procesamiento de las muestras (123). En este 
sentido, para la recogida de muestras se recomienda el uso de tubos con citrato para el 
estudio de vesículas circulantes y su contenido (119).  
 
 
2.3 Vesículas extracelulares en hepatopatía 
 
En el hígado, los hepatocitos y las células no parenquimatosas liberan vesículas 
extracelulares que actúan como mediadoras en respuestas patológicas y contribuyen a la 
progresión de las enfermedades hepáticas. Su producción puede cambiar cuantitativa y 
cualitativamente en respuesta a la estimulación celular y en diferentes situaciones de 
enfermedad (124). En este sentido, los hepatocitos pueden inducir la activación de las 
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células estrelladas hepáticas o de las células de Kupffer y actuar sobre otros hepatocitos 
para inducir proliferación celular o transmitir partículas virales (107).  
 
Varias causas de enfermedad hepática como la infección por VHC o VHB, el consumo de 
alcohol y los predisponentes del síndrome metabólico (diabetes, obesidad, dislipidemia), así 
como situaciones de inflamación sistémica y translocación bacteriana, desencadenan la 
liberación de vesículas extracelulares (24). Por ello, en el seno de hepatopatías 
generalmente se observa en suero o plasma un aumento de vesículas extracelulares en 
términos cuantitativos comparado con sujetos sin daño hepático. El tipo y el grado de lesión 
hepática determinarían el contenido vesicular y, por tanto, el patrón de miRNAs vesiculares 
diferiría en las distintas enfermedades hepáticas agudas y crónicas, enfatizando su 
potencial como biomarcadores (125, 126). Por tanto, ante situaciones de daño hepático, 
las células hepáticas liberarían miRNAs tanto unidos a proteínas como contenidos en 
vesículas. Se ha observado que determinados miRNAs estarían mayoritariamente presentes 
en uno u otro compartimento extracelular, es decir, unidos a proteínas o contenidos en el 
interior de vesículas. Es más, parece que la distribución podría modificarse en distintas 
situaciones patológicas de forma que, por ejemplo, en la hepatitis alcohólica se han 
objetivado niveles de miR-122 y miR-155 circulantes, preferentemente en la fracción 
asociada a vesículas mientras que estos mismos miRNAs estarían predominantemente 
aumentados en la fracción asociada a proteínas en el daño hepático inducido por 
fármacos (DILI, del inglés drug-induced liver injury), lo que podría representar un mecanismo 
de adaptación celular (40). En la tabla 3 se recogen las principales situaciones de 
enfermedad hepática en las que se ha explorado el potencial de las vesículas 
extracelulares pequeñas y los miRNAs vesiculares circulantes como biomarcadores para 
diagnóstico, predicción de progresión de enfermedad y complicaciones, así como de 
respuesta terapéutica.  
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Tabla 3. Vesículas extracelulares como biomarcadores en enfermedad hepática. VHB: virus 
de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C; MAFLD: esteatosis hepática metabólica (del 
inglés, metabolic associated fatty liver disease). 

 

 

Se ha estudiado el papel de las vesículas extracelulares en distintas etapas de la progresión 
de la enfermedad hepática, incluyendo la fibrogénesis y el remodelado vascular (139, 140). 
A nivel intrahepático, vesículas extracelulares liberadas por hepatocitos inducen cambios 
en la expresión génica de las células endoteliales sinusoidales in vitro, lo que 
presumiblemente contribuye a su activación y al remodelado sinusoidal (141). Los 
miofibroblastos portales también liberan vesículas que estimulan la angiogénesis, tanto in 
vitro como en ratones, promoviendo la vasoconstricción a nivel intrahepático (142). A nivel 
circulante, diferentes subpoblaciones de vesículas extracelulares derivadas de hepatocitos, 
leucocitos y células endoteliales están aumentadas en pacientes con cirrosis como 
resultado de la inflamación sistémica, el daño necroinflamatorio y la disminución del 
aclaramiento (24). A nivel periférico, las vesículas extracelulares podrían modular la 
permeabilidad y el tono vascular, así como la angiogénesis. En concreto, se ha observado 
su relación con el estadio de la enfermedad según las escalas Child-Pugh y MELD y su 
correlación con el gradiente de presión venosa hepática (GPVH). Además, podrían 
predecir la progresión de la enfermedad y la mortalidad a seis meses (143). En pacientes 

 

Hepatopatía microRNA vesicular Mensaje 
Carcinoma 
hepatocelular 
 
 

Las vesículas extracelulares totales, así como algunas subpoblaciones, aumentan en suero de los pacientes con carcinoma hepatocelular y sus 
concentraciones se normalizan tras el tratamiento, lo que sugiere una relación directa con la presencia de tumor (127) 
↑ miR-21 Diferencia pacientes con carcinoma hepatocelular de pacientes con hepatopatía sin tumor y 

controles sanos. Relación con progresión de enfermedad y supervivencia (128) 
↑ miR-15b miR-130b Identifican la presencia de carcinoma hepatocelular en pacientes con VHB (129). Estos miRNAs se 

habían descrito previamente estudiando microRNAs circulantes, lo que sugiere que el análisis 
directo de miRNAs circulantes podría ser equivalente (58) 

↑ miR-18a miR-221 miR-222 miR-224 
↓ miR-101 miR-106b miR-122 miR-195 

Identifica carcinoma hepatocelular en pacientes con hepatopatía (130) 

miR-718 Correlación con la agresividad del tumor (131) 
miR-4718 miR-642a-5p miR-6826-3p miR-762  
 

Identifican aparición o recurrencia de carcinoma hepatocelular en pacientes con VHC y respuesta 
viral sostenida inducida por antivirales de acción directa (132) 

Hepatitis virales ↑ miR-122  Diferencia VHC de controles sanos. Correlación con la respuesta viral sostenida (133) 

MAFLD Panel de 12 miRNAs  Diferencia pacientes con MAFLD de pacientes con hepatopatía viral y controles sanos (134) 
miR-122 y miR-192 Correlación con el grado de fibrosis en pacientes con MAFLD (73, 135) 

Insuficiencia hepática 
aguda 

Correlación con el grado de encefalopatía hepática, supervivencia y la necesidad de trasplante (136) 
 

Hepatitis alcohólica miR-192, miR-122 miR-30a Diagnóstico de hepatitis alcohólica (137, 138) 
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con cirrosis avanzada, algunas subpoblaciones de vesículas extracelulares se han 
relacionado con la respuesta vasoconstrictora, en concreto con la disminución de la presión 
arterial, por lo que contribuirían a la vasodilatación periférica presente en estos enfermos 
(112). Se han estudiado también los niveles de vesículas extracelulares en ascitis de 
pacientes con cirrosis descompensada objetivando una adecuada correlación con los 
niveles séricos, con la función hepática y con la mortalidad a 30 días independientemente 
del MELD y de la antibioterapia (144). 
 
En definitiva, aunque aún queda camino por recorrer, las vesículas extracelulares 
circulantes y particularmente los miRNAs vesiculares presentan un prometedor papel como 
biomarcadores en enfermedades hepáticas y podrían convertirse en un futuro no tan lejano 
en herramientas útiles para estrategias de seguimiento individualizadas en la era de la 
medicina personalizada. 
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3. Cirrosis descompensada 
 
3.1 Historia natural de la cirrosis descompensada 

 
La cirrosis hepática es un proceso caracterizado por la sustitución progresiva de la 
arquitectura hepática por fibrosis y nódulos de regeneración, representa la etapa final 
común a toda enfermedad hepática crónica y conduce a más de un millón de muertes 
anuales en todo el mundo (145). En nuestro medio, las principales causas de cirrosis son el 
consumo crónico de alcohol, las hepatitis virales y MAFLD (146). La cirrosis hepática es una 
enfermedad dinámica y progresiva que evoluciona en dos etapas consecutivas, la 
compensada y la descompensada, que presentan unas características clínicas y un 
pronóstico significativamente diferente. La transición de la fase compensada, silente y 
asintomática, a la fase descompensada ocurre en un 5-7% de los pacientes cada año y 
está marcada por la aparición de la primera descompensación de la enfermedad, 
generalmente en forma de ascitis, hemorragia, encefalopatía hepática o ictericia (147).  
 
Los cambios estructurales en la arquitectura hepática, junto con un componente dinámico 
que provoca un aumento reversible del tono sinusoidal, conducen a un incremento de la 
resistencia vascular intrahepática. Ello condiciona un aumento de la resistencia hepática al 
flujo venoso portal que supone el desencadenante inicial del síndrome de hipertensión 
portal (148). El aumento de la presión portal, definido por la existencia de un gradiente 
hemodinámico entre la vena porta y la vena suprahepática (denominado gradiente de 
presión venosa hepática, GPVH) superior o igual a 6 mmHg es responsable del desarrollo de 
la mayoría de las complicaciones de la cirrosis, y el riesgo de descompensación se hace 
patente cuando el GPVH sobrepasa el umbral de los 10 mmHg, que se conoce como 
hipertensión portal clínicamente significativa (149). Es más, la evolución del grado de 
hipertensión portal condiciona la gravedad de sus manifestaciones clínicas de modo que, 
a mayor GPVH, mayor riesgo de complicaciones y mortalidad (150).  
 
La progresión de la hipertensión portal induce un aumento de la síntesis local de sustancias 
vasodilatadoras a nivel esplácnico (fundamentalmente óxido nítrico) que, junto con la 
inflamación sistémica favorecida por la translocación de bacterias y productos 
bacterianos, conduce a una vasodilatación arterial en el territorio esplácnico que genera 
un aumento del flujo venoso portal que agrava y perpetúa la hipertensión portal. Asimismo, 
se produce la apertura de colaterales porto-sistémicas mediante la reperfusión y dilatación 
de vasos preexistentes, así como mediante la generación de nuevos vasos. De hecho, la 
angiogénesis es un fenómeno clave en la progresión de la enfermedad hepática crónica y 
la hipertensión portal al contribuir tanto al aumento de la resistencia vascular hepática 
como a la formación de colaterales portal-sistémicas y al aumento del flujo sanguíneo 
esplácnico (151). En las etapas iniciales de la cirrosis, las resistencias vasculares periféricas 
en otros territorios son normales, pero con la progresión de la enfermedad se produce 
también una vasodilatación arterial sistémica que conduce a una disminución del volumen 
arterial efectivo e hipotensión arterial (152). Ello desencadena la activación de mecanismos 
compensadores mediados por el sistema renina-angiotensina-aldosterona, el sistema 
nervioso simpático y el sistema arginina-vasopresina para mantener la perfusión periférica 



 41 

induciendo un aumento del gasto y la frecuencia cardiaca que consigue inicialmente 
cierto grado de compensación. Sin embargo, a pesar de la intensa activación de los 
sistemas vasoconstrictores endógenos, los pacientes desarrollan hipotensión arterial. Todo 
ello conduce al desarrollo progresivo de la llamada circulación hiperdinámica que ocurre 
preferentemente en presencia de hipertensión portal clínicamente significativa y se 
caracteriza por un aumento de la frecuencia y del gasto cardíaco y una disminución de las 
resistencias vasculares sistémicas y de la presión arterial, y que conduce al mantenimiento 
y agravamiento de la hipertensión portal (153, 154)  
 
Conforme avanza la enfermedad y progresa la vasodilatación arterial sistémica estos 
mecanismos se hacen insuficientes y se desencadena un aumento intenso y mantenido de 
la actividad de los mecanismos vasoconstrictores neurohumorales que conduce a un 
aumento de la reabsorción renal de sodio y agua. Esto incrementa el relleno vascular y 
aumenta el flujo esplácnico, con la consiguiente exacerbación de la presión portal y la 
formación de ascitis (155, 156). Por otra parte, se produce una vasoconstricción renal que, 
junto con la alteración de los mecanismos de autorregulación del flujo renal, conduce a 
una hipoperfusión renal (157). La combinación de los factores locales y sistémicos favorecen 
la salida de líquido al intersticio y a la cavidad peritoneal, perpetuándose así la formación 
de ascitis (158).  
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Figura 5. Fisiopatología de la cirrosis descompensada. SRAA: sistema renina-angiotensina-
aldosterona; SNS: sistema nervioso simpático; AVP: sistema arginina-vasopresina. Na+: sodio; 
H2O: agua. 
 
 
En resumen, la cirrosis hepática comienza en el hígado y a través del desarrollo progresivo 
de hipertensión portal y cambios hemodinámicos extrahepáticos se convierte en una 
enfermedad sistémica en la que destaca una marcada implicación del sistema 
cardiovascular y renal. 
 
 
3.2 Ascitis refractaria 
 
El desarrollo de ascitis representa la forma más frecuente de descompensación de la cirrosis 
hepática, de modo que un 70% de los pacientes con cirrosis desarrolla ascitis a los diez años 
del diagnóstico (147, 159). Dentro de la etapa de cirrosis descompensada, la llamada ascitis 
refractaria representa una fase de descompensación grave que se desarrolla en 
aproximadamente el 10% de los pacientes con ascitis (150, 160). El término ascitis refractaria 
se define como aquella ascitis que no se puede movilizar o que reaparece precozmente 
tras evacuarla (menos de cuatro semanas) a pesar de tratamiento médico adecuado 

CIRROSIS
• Cambios estructurales (fibrosis/nódulos de regeneración)
• Cambios funcionales (↑tono sinusoidal)

↑ Resistencia intrahepática al flujo venoso portal
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↓ resistencias vasculares sistémicas
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(dieta pobre en sal y diuréticos). Se diferencian dos formas: 1) ascitis resistente a tratamiento 
con diuréticos, aquella que no responde a dosis máximas de diuréticos y restricción de 
sodio, y 2) ascitis intratable por aparición de efectos adversos que limitan el empleo de una 
dosis eficaz de diuréticos (161). 
 
La ascitis refractaria representa una forma avanzada de la cirrosis hepática en la que la 
hipertensión portal evolucionada y la circulación hiperdinámica en su máxima expresión 
conducen a una disfunción cardiocirculatoria grave. Ésta se caracteriza por la presencia 
de intensa vasodilatación arterial periférica que se traduce en resistencias vasculares 
sistémicas marcadamente disminuidas e hipotensión arterial, con hiperestimulación 
simpática y una disminución de la reserva cardiaca (158). Asimismo, los pacientes con ascitis 
refractaria presentan hipoperfusión renal con marcada retención de sodio y alteración de 
los mecanismos de autorregulación renal, por lo que con frecuencia asocian hiponatremia 
y disfunción renal progresiva (162). 
 
El desarrollo de ascitis refractaria se asocia con una pobre calidad de vida, un mayor riesgo 
de infecciones e insuficiencia renal y un peor estado nutricional, así como con una 
supervivencia al año del 30% que contrasta con una supervivencia cercana al 50% a 5 años 
en pacientes con ascitis controlada con diuréticos (160, 163-165). Por ello, todo paciente 
con ascitis refractaria debe ser valorado como candidato a trasplante hepático. Es 
importante destacar que las escalas clínicas clásicas de cirrosis (MELD, Child-Pugh) no 
reflejan adecuadamente la gravedad de los pacientes con ascitis refractaria y subestiman 
su riesgo de mortalidad (161). 
 
A pesar de que la ascitis refractaria representa una fase de la cirrosis con una situación 
hemodinámica característica, el diagnóstico de esta entidad sigue siendo clínico en base 
a la respuesta al tratamiento diurético. No disponemos hoy en día de marcadores no 
invasivos que reflejen la situación fisiopatológica de los pacientes con ascitis refractaria. 
 
 
3.3 Disfunción cardiaca en la cirrosis 
 
La progresión de la hipertensión portal y la vasodilatación arterial condicionan que el 
sistema cardiovascular pase a un primer plano en la fisiopatología de la cirrosis 
descompensada mediante el desarrollo de la circulación hiperdinámica y los cambios 
asociados en la función cardiovascular. El concepto de disfunción cardíaca en la cirrosis ha 
dado lugar a la entidad clínica conocida como cardiomiopatía cirrótica, que hace 
referencia a la disfunción cardiaca crónica que se desarrolla en el seno de la cirrosis 
establecida en ausencia de otras causas de cardiopatía (161). La inflamación sistémica y 
la hipertensión portal juegan un papel clave en la patogenia de la disfunción miocárdica, 
aunque los mecanismos fisiopatológicos que conducen a la cardiomiopatía no se conocen 
en detalle (166, 167). La cardiomiopatía cirrótica combina la presencia de disfunción 
sistólica y diastólica, junto con alteraciones electrofisiológicas como la prolongación del 
intervalo QTc, y puede condicionar el pronóstico de los pacientes fundamentalmente 
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durante procedimientos invasivos como la cirugía, la inserción de DPPI o el trasplante 
hepático (166). 
La alteración de la función sistólica en el contexto de la cirrosis avanzada se caracteriza por 
una reducción de la respuesta contráctil ante estímulos vasoconstrictores fisiopatológicos y 
farmacológicos, que se traduce en una disminución de la fracción de eyección ventricular 
izquierda (FEVI). En la mayoría de los pacientes con cirrosis, la función sistólica en reposo es 
normal o en el caso de cirrosis evolucionada está aumentada por la circulación 
hiperdinámica que induce un aumento del gasto cardiaco para responder a las 
necesidades de la circulación sistémica. En pacientes con ascitis refractaria la perfusión 
renal depende mayormente de la función sistólica y la activación simpática 
desencadenadas como respuesta adaptativa frente a la vasodilatación sistémica extrema. 
En ellos, la circulación se vuelve cada vez más hiperdinámica hasta cierto límite en el que 
el gasto cardíaco no puede aumentar más y la presión arterial continúa disminuyendo a 
pesar de la continua retención renal de sodio y agua. En estos pacientes, ante situaciones 
de estrés físico o farmacológico se pone de manifiesto la alteración de la capacidad de 
respuesta contráctil latente. Es decir, en estos pacientes, la función sistólica está basalmente 
tan aumentada que es incapaz de incrementarse para compensar situaciones de estrés y 
mantener la perfusión renal (162).  
 
Dado que la disfunción sistólica es silente en reposo y está enmascarada por la circulación 
hiperdinámica que reduce la postcarga y aumenta la FEVI, es necesario inducir estrés 
circulatorio farmacológicamente o mediante el ejercicio para hacerla clínicamente 
patente. El gold estándar para ello es el cateterismo cardiaco mediante curvas de presión-
volumen. Sin embargo, dada su invasividad, habitualmente se emplea la ecocardiografía 
Doppler. Los métodos convencionales incluyen la medida de la FEVI y el índice cardiaco. 
La limitación principal de estos métodos para estimar la función sistólica en pacientes con 
cirrosis es que son altamente dependientes de la precarga y la postcarga, que se 
encuentran alteradas en la cirrosis avanzada. Por ello, en los últimos años ha ganado 
relevancia un índice ecocardiográfico denominado diferencia pico de presión de 
eyección intraventricular (EIVPD, del inglés ejection intraventricular pressure difference). Este 
índice refleja la diferencia de presión entre el ápex y el tracto de salida del ventrículo 
izquierdo debida a la aceleración del flujo sanguíneo durante la sístole dentro del ventrículo, 
por lo que está íntimamente relacionada la fuerza de contractilidad del ventrículo izquierdo 
y es independiente de las condiciones de carga (168). La medida de EIVPD por 
ecocardiografía ha demostrado ser un buen estimador de la función sistólica en varias 
enfermedades incluyendo la cirrosis descompensada (169). 
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Figura 6. Disfunción cardiocirculatoria en la ascitis refractaria. SRAA: sistema renina-
angiotensina-aldosterona. 
 
 
No se conoce la verdadera prevalencia de la cardiomiopatía cirrótica en pacientes con 
cirrosis avanzada. Ello pone de manifiesto el interés por encontrar biomarcadores no 
invasivos que permitan identificar a aquellos pacientes en riesgo de desarrollar disfunción 
sistólica en situaciones de estrés (162). 
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4. β-bloqueantes no cardioselectivos en la cirrosis descompensada 
 
4.1 Indicaciones y beneficios 
 
En 1980 surgieron los primeros datos acerca del papel del propranolol para reducir la 
recurrencia de la hemorragia variceal en pacientes con cirrosis (170). Posteriormente, se ha 
demostrado su eficacia para prevenir un primer episodio de hemorragia en pacientes con 
varices esofágicas y riesgo de sangrado (profilaxis primaria), así como su papel clave en la 
prevención de la recurrencia de la hemorragia (profilaxis secundaria), tanto en pacientes 
cirróticos con y sin ascitis (171-173). Su principal efecto beneficioso es hemodinámico, 
debido a su capacidad para reducir la presión portal y el flujo en las venas varicosas 
esofágicas (174). Aunque con menor evidencia, también reduce el riesgo de sangrado por 
varices gástricas y de resangrado por gastropatía de la hipertensión portal (175). Por todo 
ello, los BBNS se han posicionado como el pilar del tratamiento para prevenir la hemorragia 
asociada a la hipertensión portal en pacientes con cirrosis hepática (176).  
 
Además de su beneficio hemodinámico reflejado en un menor riesgo de hemorragia, los 
BBNS presentan otros beneficios conocidos como no hemodinámicos. Mediante la 
reducción de la permeabilidad intestinal, los BBNS reducen la translocación bacteriana y 
disminuyen la inflamación sistémica y el riesgo de PBE (177, 178). Por otra parte, los BBNS 
parecen disminuir el riesgo de carcinoma hepatocelular (179).  
 
Asimismo, recientemente el tratamiento con BBNS ha demostrado prevenir la 
descompensación de la enfermedad hepática, fundamentalmente el desarrollo de ascitis, 
en pacientes con cirrosis compensada e hipertensión portal clínicamente significativa, así 
como la mortalidad de causa hepática (180). Igualmente, se ha sugerido que la reducción 
de la hipertensión portal en pacientes con cirrosis descompensada podría frenar la 
progresión de la enfermedad (181).  
 
 
4.2 Respuesta hemodinámica 
 
El mecanismo fisiopatológico que explica el beneficio hemodinámico de los BBNS implica 
el bloqueo de los receptores β-1 adrenérgicos, con la consecuente disminución del gasto 
cardiaco, y de los receptores β-2, induciendo vasoconstricción esplácnica y reduciendo el 
flujo sanguíneo tanto a nivel de las colaterales porto-sistémicas como a nivel esplácnico. 
Todo ello se traduce en una disminución del flujo sanguíneo esplácnico y por tanto de la 
presión portal (175).  
 
El cateterismo de venas suprahepáticas permite una medida indirecta de la presión portal 
mediante el GPVH, definido como la diferencia entre la presión suprahepática enclavada 
o presión sinusoidal y la presión suprahepática libre o presión intraabdominal (182). La 
reducción del GPVH, en concreto ≥10% del valor inicial, se ha asociado con la disminución 
significativa del riesgo de un primer episodio de sangrado por varices y se conoce como 
respuesta hemodinámica (183, 184). Asimismo, la respuesta hemodinámica, 
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independientemente de la presencia de ascitis, se traduce en otros beneficios clínicos 
como son la reducción del desarrollo de ascitis, PBE, encefalopatía hepática y un impacto 
positivo en la supervivencia (185). Sin embargo, no todos los pacientes logran una reducción 
de la presión portal significativa con tratamiento BBNS. De hecho, solo en torno al 50% de 
los pacientes alcanzan respuesta hemodinámica con propranolol (186). La presencia de 
hipertensión portal clínicamente significativa (GPVH ≥10 mmHg) se ha identificado como 
factor predictor de respuesta hemodinámica (154, 187). Por ello, la medición del GPVH y su 
reducción con la terapia con BBNS permite identificar a los pacientes con hipertensión 
portal que tienen más probabilidades de beneficiarse del tratamiento. En los pacientes que 
no desarrollan respuesta hemodinámica, la eficacia de los BBNS es subóptima, aunque los 
beneficios no hemodinámicos podrían no verse reflejados por la respuesta del GPVH. 
 
Hasta la fecha, la respuesta hemodinámica determinada por la reducción del GPVH es el 
único método para evaluar la eficacia del tratamiento BBNS y, aunque la evidencia 
respalda su seguridad y beneficio en términos incluso de supervivencia, la realidad es que 
la medición del GPVH es un procedimiento invasivo y no ampliamente disponible (188). En 
la actualidad no disponemos de marcadores no invasivos alternativos al GPVH que 
permitan evaluar la existencia de respuesta hemodinámica a BBNS y plantear otras 
opciones terapéuticas en pacientes no respondedores.  
 
 
4.3 Seguridad 
 
A pesar de los efectos beneficiosos que favorecen el uso de BBNS en la cirrosis, algunos 
estudios empezaron a cuestionar hace una década su seguridad en pacientes con 
enfermedad avanzada, particularmente con ascitis refractaria (189). Ello condujo al inicio 
de un intenso debate sobre la seguridad de estos fármacos en pacientes con cirrosis 
gravemente descompensada (ascitis refractaria, PBE, daño renal o ACLF) dando lugar a la 
llamada “teoría de la ventana”. Esta teoría sostenía que los efectos beneficiosos de los BBNS 
no serían aplicables a todos los pacientes con cirrosis y postulaba la hipótesis de que en 
pacientes con enfermedad hepática descompensada y disfunción circulatoria grave los 
BBNS reducirían los mecanismos de compensación cardiaca, conduciendo a un mayor 
deterioro hemodinámico y poniendo en riesgo la perfusión de órganos diana (190). 
 
En los últimos años se han publicado múltiples estudios observacionales apoyando el riesgo 
de los BBNS en pacientes con cirrosis avanzada y otros defendiendo su seguridad (175, 191). 
Recientemente, un estudio prospectivo ha identificado los mecanismos fisiopatológicos que 
confirmarían la teoría de la ventana y por los cuales los BBNS podrían impactar 
negativamente en la supervivencia de pacientes con ascitis refractaria. Así, estos pacientes 
presentan en situación basal una mayor activación de los sistemas vasoactivos e 
inflamación sistémica. En concreto, existe en ellos una hiperactivación del sistema simpático 
desarrollada en respuesta a la vasodilatación extrema existente y que conduce a una 
función sistólica máxima para lograr un aumento del gasto cardiaco que mantiene con 
dificultad una perfusión tisular adecuada. Ello llevaría a una disminución gradual de su 
reserva compensatoria cardiaca. Los BBNS, a través del bloqueo β-1 adrenérgico, reducen 
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la frecuencia cardíaca y el gasto cardíaco frenando la respuesta compensadora cardiaca. 
En pacientes con ascitis refractaria y máxima estimulación cardiaca en situación basal, la 
reducción de la contractilidad cardiaca provocada por los BBNS y la incapacidad de 
aumentar el gasto cardíaco ante este estrés conduce a una caída significativa de la 
función sistólica estimada por EIVPD. Es más, a mayor vasodilatación periférica basal 
(estimada por las resistencias vasculares sistémicas), mayor reducción de la función sistólica 
con BBNS (162). Por ello, los BBNS tendrían un efecto deletéreo en pacientes cirróticos con 
reserva cardiaca disminuida al bloquear sus mecanismos de compensación cardiaca y 
conducir a un gasto cardiaco insuficiente, con la consecuente reducción de la presión de 
perfusión renal por debajo del umbral crítico de autorregulación y consiguiente deterioro 
de la función renal e impacto en la supervivencia (162, 192). 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 7. Efectos hemodinámicos de los β-bloqueantes no cardioselectivos y su efecto 
deletéreo en pacientes con ascitis refractaria. GPVH: gradiente de presión venosa 
hepática. BBNS: β-bloqueantes no cardioselectivos. 
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1. Dificultad para el diagnóstico clínico de ascitis refractaria.  
La ascitis refractaria es una complicación de la fase avanzada de la cirrosis 
descompensada. Su aparición posee connotaciones patogénicas y pronósticas, pues 
indica progresión de la disfunción circulatoria sistémica propia de la cirrosis y una 
reducción significativa de la supervivencia que obliga a considerar el trasplante 
hepático. Sin embargo, el diagnóstico de esta complicación no es fácil pues descansa 
únicamente en criterios clínicos dependientes de la respuesta al tratamiento diurético. 
De hecho, carecemos de marcadores no invasivos que permitan identificar los distintos 
estadios evolutivos de la cirrosis descompensada.  

 
2. Necesidad de individualizar el riesgo-beneficio del tratamiento β-bloqueante no 

cardioselectivo en la cirrosis descompensada.  
Los BBNS son el pilar fundamental del tratamiento para prevenir la hemorragia asociada 
a la hipertensión portal y han demostrado numerosos beneficios en pacientes con cirrosis 
hepática. La respuesta hemodinámica, determinada por la reducción del GPVH ≥10%, 
permite evaluar la eficacia del tratamiento con BBNS. La medición del GPVH es un 
procedimiento seguro pero invasivo y poco disponible en la práctica clínica. No 
disponemos de marcadores no invasivos óptimos alternativos al GPVH que permitan 
evaluar la existencia de respuesta hemodinámica a BBNS y plantear de forma 
individualizada otras opciones terapéuticas en pacientes no respondedores. Por otra 
parte, en pacientes con cirrosis avanzada, particularmente en aquellos con disfunción 
circulatoria avanzada, los BBNS pueden reducir la función sistólica y con ello la perfusión 
renal, lo que podría comprometer la supervivencia. En consecuencia, sería clínicamente 
relevante disponer de marcadores no invasivos que permitieran identificar a aquellos 
pacientes con cirrosis avanzada y disfunción cardiocirculatoria grave en riesgo de 
presentar disfunción sistólica con BBNS y en los que estos fármacos deberían usarse con 
precaución o incluso evitarse. 

 
3. Interés de los microRNAs circulantes como biomarcadores en pacientes con cirrosis 

descompensada. 
Los miRNAs son pequeñas moléculas de ncRNA implicadas mediante la regulación de 
la expresión génica a nivel postranscripcional en gran variedad de procesos fisiológicos 
y patológicos. Además de su papel regulador en la expresión génica, los miRNAs son 
secretados por las células y pueden identificarse en fluidos corporales y servir como 
biomarcadores. La alteración en el perfil de miRNAs circulantes en diversas patologías 
ha propiciado, junto con su pequeño tamaño y estabilidad, su estudio como 
biomarcadores no invasivos diagnósticos o pronósticos, así como predictores de 
respuesta a fármacos. Las vesículas extracelulares pequeñas contienen miRNAs y 
constituyen sofisticados sistemas de comunicación intercelular. Mediante la liberación 
activa de vesículas al espacio extracelular, las células podrían modular la expresión 
génica de otras células al transferirles los miRNAs contenidos en su interior. El contenido 
de miRNAs vesiculares difiere en función de la célula de origen y se modifica de forma 
dinámica, por lo que refleja el estado fisiopatológico de la célula de la que derivan. Ello 
ha fomentado el interés tanto por las vesículas extracelulares como por los miRNAs 
vesiculares como potenciales biomarcadores de diagnóstico y progresión de 
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enfermedad, así como de respuesta terapéutica en distintas situaciones patológicas. Los 
miRNAs detectados en muestras de suero o plasma parecen estar localizados 
mayoritariamente en vesículas, y se ha sugerido que el análisis de miRNAs aislando 
vesículas extracelulares en suero no sería superior al análisis directo de miRNAs séricos. El 
potencial de los miRNAs circulantes como biomarcadores se ha estudiado en distintas 
formas de daño hepático. Sin embargo, no se ha evaluado su potencial diagnóstico y 
pronóstico en el contexto particular de la cirrosis descompensada. Asimismo, no 
disponemos de estudios que evalúen su papel para identificar la respuesta a tratamiento 
con BBNS. Los estudios de miRNAs como biomarcadores puede tener valor añadido pues 
estas moléculas pueden ser parte de los mecanismos fisiopatológicos de la enfermedad 
y de los mecanismos de respuesta a los fármacos. 

 
En resumen, la disponibilidad en la actualidad de marcadores no invasivos que identifiquen 
los distintos estadios de la cirrosis descompensada es limitada. Asimismo, no disponemos de 
marcadores no invasivos que permitan identificar aquellos pacientes en los que el bloqueo 
β-adrenérgico no va a reducir la presión portal o en los que incluso puede agravar el 
compromiso circulatorio. En un intento de avanzar en la búsqueda de herramientas útiles 
para individualizar el manejo de paciente con cirrosis descompensada, planteamos que la 
caracterización de una firma de miRNAs contenidos en vesículas extracelulares pequeñas 
aisladas en el secretoma de hepatocitos humanos primarios procedentes de hígados con 
cirrosis descompensada podría ser útil para identificar el estadio de la enfermedad. Por ello, 
el análisis de esos miRNAs vesiculares directamente en muestras de suero de pacientes con 
cirrosis descompensada permitiría caracterizar formas avanzadas de la enfermedad como 
es la ascitis refractaria, así como la respuesta hemodinámica al tratamiento con BBNS y 
aquellos pacientes con disfunción cardiocirculatoria grave con riesgo de presentar 
disfunción sistólica con BBNS. 
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o El perfil de miRNAs en el secretoma hepatocitario difiere en hepatocitos procedentes de 
hígados cirróticos comparado con aquellos de hígados no cirróticos. Estos miRNAs 
constituirían una firma representativa del secretoma hepatocitario en la cirrosis 
descompensada. 

 
o En pacientes con cirrosis descompensada, los niveles séricos de una firma de miRNAs 

previamente caracterizada en vesículas extracelulares pequeñas purificadas en el 
sobrenadante de cultivos hepatocitarios primarios procedentes de hígados de 
pacientes con cirrosis descompensada: 

 
• Difieren en los distintos estadios de la enfermedad, ascitis sensible a diuréticos y 

refractaria. 
 

• Permiten identificar aquellos pacientes con ascitis refractaria con mayor grado de 
disfunción circulatoria. 

 
• Difieren en pacientes respondedores y no respondedores a tratamiento β-

bloqueante en términos de reducción del gradiente de presión portal. 
 

• Permiten identificar a aquellos pacientes en los que el tratamiento β-bloqueante 
causa disfunción sistólica cardiaca. 

 
 
 

 
 
 
 
Figura 8. Hipótesis del estudio. BBNS: β-bloqueantes no cardioselectivos. 
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1. Caracterizar una firma de miRNAs en vesículas extracelulares pequeñas por su 
expresión diferencial en el secretoma hepatocitario de cultivos procedentes de 
hígados de pacientes con cirrosis descompensada. 
 
 

2. Evaluar en muestras de suero de pacientes con cirrosis descompensada los niveles 
de la firma de miRNAs caracterizada y su potencial valor como biomarcador para: 

o Discriminar entre pacientes con ascitis sensible a diuréticos y refractaria. 
o Predecir la respuesta hemodinámica a BBNS. 
o Anticipar el desarrollo de disfunción sistólica cardíaca con BBNS. 
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VIII. MÉTODOS 

  



 57 

1. Diseño del estudio 
 
Estudio colaborativo traslacional con muestras biológicas humanas que se desarrolló en tres 
fases con implicación de varios centros:  
 
1) Identificación de una firma de miRNAs en el secretoma de cultivos de hepatocitos 
humanos cirróticos y no cirróticos. 
Fase desarrollada en: 
-Laboratorio de Biología Vascular Hepática del Instituto de Investigaciones Biomédicas 
August Pi i Sunyer (IDIBAPS)-Hospital Clinic de Barcelona  
-Servicio de Cirugía General-Hospital Clinic de Barcelona 
-Laboratorio de Exosomas-Centro de Investigación Cooperativa bioGUNE de Derio. 
 
2) Análisis de la firma de miRNAs identificada en muestras de suero de una cohorte bien 
caracterizada de pacientes con cirrosis descompensada y de controles no cirróticos 
apareados por edad y sexo. 
La fase de generación de las colecciones de muestras de suero de pacientes con cirrosis 
descompensada se desarrolló en: 
-Servicio de Gastroenterología y Hepatología del Hospital Universitario Ramón y Cajal. 
Instituto Ramón y Cajal de Investigación Sanitaria (IRYCIS), Madrid. 
-Servicio de Gastroenterología y Hepatología del Hospital Universitario Gregorio Marañón. 
Instituto de Investigación Sanitaria Gregorio Marañón (IiSGM), Madrid. 
-Departamento de Cardiología del Hospital Universitario Gregorio Marañón. Instituto de 
Investigación Sanitaria Gregorio Marañón (IiSGM), Madrid. 
 
3) Evaluación del valor de los niveles séricos de estos miRNAs como biomarcadores en 
pacientes con cirrosis descompensada para distinguir ascitis refractaria de ascitis sensible a 
diuréticos, predecir respuesta hemodinámica a BBNS, e identificar el desarrollo de disfunción 
sistólica cardiaca con tratamiento BBNS. 
Fase desarrollada en: 
-Laboratorio de Biomarcadores y Dianas Terapéuticas. Instituto Ramón y Cajal de 
Investigación Biosanitaria (IRYCIS), Madrid. 
-Servicio de Gastroenterología y Hepatología del Hospital Universitario Ramón y Cajal. 
Instituto Ramón y Cajal de Investigación Biosanitaria (IRYCIS), Madrid. 
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Figura 9. Diseño del estudio. miRNAs: microRNAs. BBNS: β-bloqueantes no cardioselectivos. 
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1.1 Identificación de una firma de microRNAs en el secretoma de cultivos de hepatocitos 
humanos 
 
En primer lugar, se aislaron hepatocitos partir de explantes de hígados de pacientes con 
cirrosis descompensada (n =9, todos de etiología alcohólica y sin carcinoma hepatocelular) 
e hígados de pacientes sometidos a resección hepática parcial por metástasis hepáticas 
de cáncer colorrectal que no habían recibido quimioterapia y sin hepatopatía de base (n 
=9). El servicio de Anatomía Patológica evaluó la viabilidad de las muestras procedentes de 
las resecciones hepáticas parciales para garantizar que los hepatocitos aislados no 
estuvieran afectados por su proximidad al tejido tumoral.  
 
Para el aislamiento y cultivo de hepatocitos se emplearon protocolos previamente 
validados (193). Los hepatocitos con viabilidad >80% y pureza >95% se sembraron en placas 
de Petri de 150 cm2 recubiertas de colágeno con una densidad de 2x107 células por placa 
y se cultivaron (37 °C, 5% CO2) en medio de Eagle modificado por Dulbecco Ham F-12 
suplementado con solución de penicilina-estreptomicina (1% volumen [vol]/vol), L-
glutamina (1% vol/vol) y suero bovino fetal depleccionado de exosomas (2% vol/vol). Tras 
24 horas de cultivo, se recogió el sobrenadante, se centrifugó a 2.000 g durante 10 minutos 
a temperatura ambiente y se filtró con filtros de 0,22 µm para eliminar los cuerpos 
apoptóticos. Posteriormente, mediante ultracentrifugación a diferentes velocidades (10.000 
g y 100.000 g) se obtuvieron fracciones enriquecidas en vesículas extracelulares pequeñas 
generadas por los hepatocitos, principalmente exosomas (194, 195). La pureza y la calidad 
de las preparaciones se evaluaron mediante análisis de seguimiento de nanopartículas 
(NanoSight LM10, Amesbury, Reino unido) (196). Se utilizó el método de Bradford (Bio-Rad 
Laboratories, Inc) para determinar la concentración de proteínas y las preparaciones de 
vesículas extracelulares pequeñas se almacenaron a −80 °C para su análisis posterior. 
 
Las preparaciones de vesículas extracelulares pequeñas se dividieron en grupos de tres para 
el aislamiento y análisis de RNA. Inicialmente se aisló el RNA total (miRVANA Paris Kit; 
Ambion/Thermo Fisher Scientific) a partir de 50 µg de preparación y 2 µL de 1 nM. A cada 
muestra se le añadió exógenamente la secuencia del miR-39-5p de Caenorhabditis 
elegans. La cantidad y los perfiles de los RNA obtenidos se examinaron utilizando Pico Chips 
RNA 6000 de Agilent (#5067-1513; Agilent Technologies). Las bibliotecas de secuenciación 
se prepararon utilizando el kit NEXTflex Small RNA-Seq v3 V16.06 (#5132-05; Bioo Scientific 
Corporation) siguiendo el protocolo del proveedor. De forma resumida, las muestras de RNA 
se incubaron durante 2 minutos a 70 ºC y posteriormente se añadió el adaptador adenilado 
3' y la enzima ligasa y se mantuvieron durante una noche a 20°C. Tras eliminar el exceso de 
adaptador 3', se añadió el adaptador 5' y la enzima ligasa, incubando la mezcla a 20 ºC 
durante una hora. El producto de ligación se utilizó para la transcripción inversa con la 
transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney en un termociclador 
durante 30 minutos a 42 ºC y 10 minutos a 90 ºC. A continuación, el DNA complementario 
(DNAc) se enriqueció mediante ciclos de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del 
inglés polymerase chain reaction): 2 minutos a 95 ºC, 22-25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 30 
segundos a 60°C, 15 segundos a 72 °C, y alargamiento final durante 2 minutos a 72 °C, 
deteniendo finalmente la reacción a 4 °C. Los productos de la PCR se colocaron en geles 
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de electroforesis de poliacrilamida (#EC6265BOX; Thermo Fisher Scientific) y se separó del 
gel la banda entre 150 y 300 pares de bases. Los productos se extrajeron del gel de 
poliacrilamida utilizando un protocolo adaptado en el que el DNAc se diluyó en agua 
bidestilada. A continuación, se analizaron cuantitativa y cualitativamente en un 
bioanalizador Agilent 2100 utilizando el kit de DNA de alta sensibilidad de Agilent (#5067-
4626; Agilent Technologies) y el kit de DNA de doble cadena HS DNA Qubit (#Q32854; 
Thermo Fisher Scientific). Las bibliotecas se secuenciaron en una sola lectura para 51 
nucleótidos en un sistema HiSeq2500 (Illumina) en la plataforma de análisis del genoma del 
CIC bioGUNE. Los datos de secuenciación de RNA se depositaron en el registro Gene 
Expression Omnibus (número de acceso GSE150867). 
 
Tras la secuenciación, los datos se procesaron para identificar los miRNAs expresados 
diferencialmente en las muestras procedentes de cultivos de hepatocitos cirróticos y no 
cirróticos. Se seleccionaron aquellos miRNAs que presentaron una diferencia de al menos 
1,5 veces y una p <0,05 en el análisis univariante. Finalmente, los niveles diferenciales de los 
miRNAs seleccionados en los sobrenadantes para la firma se validó mediante qRT-PCR 
individual (TaqMan). 
 
 
1.2 Análisis de la firma de microRNAs en muestras de suero de pacientes con cirrosis 
descompensada y controles no cirróticos 
 
La firma de miRNAs identificada tras la secuenciación y validada con qRT-PCR individual, 
así como tres miRNAs (miR-192-5p, miR-34a-5p y miR-29a-5p) previamente reconocidos 
como biomarcadores de enfermedad hepática crónica (67, 69, 73), se analizaron en 
muestras de suero de pacientes con cirrosis hepática descompensada y controles no 
cirróticos apareados por sexo y edad. 
 
Muestras de suero de pacientes con cirrosis hepática descompensada. Se obtuvieron de 
una colección registrada (C.0005352, sección de colecciones del Registro de Biobancos del 
Instituto de Salud Carlos III) procedente de una cohorte de 36 pacientes con cirrosis y ascitis 
tratados con un BBNS (propranolol) como profilaxis primaria de hemorragia variceal, sin 
carcinoma hepatocelular. Entre abril de 2016 y diciembre de 2018 se recogieron y 
almacenaron muestras de suero basales y al mes de iniciar tratamiento con BBNS. Las 
muestras de suero se centrifugaron a 2.000 g durante 15 minutos a 22 °C y los sobrenadantes 
se almacenaron en alícuotas a −80 °C hasta el análisis de miRNAs (abril-diciembre 2019). 
 
Muestras de suero de sujetos sin cirrosis apareados por sexo y edad. Se obtuvieron muestras 
de 36 individuos donantes de sangre sin antecedentes de enfermedad hepática 
apareados por sexo y edad con los 36 pacientes cirróticos. Las muestras procedían del 
Biobanco del Hospital Universitario Ramón y Cajal - Instituto Ramón y Cajal de Investigación 
Sanitaria (B.0000678, Registro de Biobancos del Instituto de Salud Carlos III) integrado dentro 
de la Red Nacional de Biobancos (PT17/0015/0010). Todas las muestras se obtuvieron con la 
aprobación de los comités éticos y científicos correspondientes y se procesaron siguiendo 
procedimientos estándar. El suero se obtuvo por centrifugación a 1.100 g durante 10 minutos 
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a 4 °C y posteriormente se almacenó en alícuotas a −80 ºC hasta el análisis de miRNAs (abril-
diciembre 2019). 
La detección y cuantificación de los miRNAs integrantes de la firma se llevó a cabo 
mediante qRT-PCR individual en muestras de suero.  
 
1) Extracción de RNA. En primer lugar, a partir de 200 µL de suero se aisló el RNA total con 

el Mini Kit de Purificación de RNA de Plasma/Suero (#55000; Norgen Biotek, Thorold, 
Canadá) según el protocolo del fabricante. Durante la extracción de las muestras y su 
manipulación para separar el suero del resto de los componentes circulatorio puede 
ocurrir hemólisis. Aunque muchos miRNAs en suero no se ven afectados y pueden ser 
detectados en muestras hemolizadas, ciertos estudios sugieren que el análisis en 
muestras no hemolizadas podría mejorar significativamente la sensibilidad y la 
especificidad dado que las muestras hemolizadas podrían interferir con la PCR y 
conducir a variaciones significativas en los niveles miRNAs (197). Por ello, para la 
detección de hemólisis en las muestras se utilizó un método validado basado en la 
relación entre un miRNA enriquecido en eritrocitos (miR-451) y un miRNA no afectado 
por hemólisis (miR-23a). De esta forma, una diferencia (miR-23a−miR-451) ≥7 se consideró 
indicador de niveles altos de hemolisis en la muestra (197). Se añadió una cantidad 
constante de UniSp2 (normalizador sintético exógeno) previo a la extracción para 
controlar que todas las extracciones fueran igual de eficientes. 
 

2) Transcripción inversa o retrotranscripción. Tras aislar el RNA de las muestras, se sintetizaron 
los DNAc mediante transcripción inversa con una DNA polimerasa dependiente de RNA, 
previo alargamiento de la molécula de miRNA. Se empleó Cel39 como control exógeno 
durante la síntesis de DNAc para monitorizar que todas las reacciones de transcripción 
inversa habían sido igual de eficientes.  
 

3) Amplificación con qPCR en tiempo real. Tras la transcripción inversa, el DNAc generado 
correspondiente a cada miRNA fue amplificado y cuantificado por PCR empleando 
cebadores (secuencias cortas de nucleótidos complementarias a una porción del DNAc 
que permiten su amplificación) marcados con fluorescencia específicos para cada 
miRNA de interés (cebadores de miRNAs de Exiqon A/S, Vedbæk, Dinamarca). Se 
añadió una sustancia marcada con fluoróforo (SYBR Green) que permite medir la tasa 
de generación de uno o más productos específicos en un termociclador que tiene 
sensores de fluorescencia de forma que, tras excitar al fluoróforo con la longitud de onda 
apropiada, mide la fluorescencia generada tras cada ciclo de amplificación. De esta 
forma, la fluorescencia aumenta a medida que el DNAc de interés se amplifica con PCR 
permitiendo la cuantificación de cada miRNA. Todas las reacciones se realizaron por 
triplicado con el equipo termociclador Light Cycler 480 (Roche) siguiendo las pautas del 
proveedor. El umbral de ciclo (Ct, del inglés cycle threshold) representa el número de 
ciclos necesarios para que el ciclador de PCR pueda distinguir la fluorescencia 
relacionada con la amplificación de un gen. Los valores de Ct se expresan en una 
escala logarítmica en base 2, carecen de unidades y puede emplearse para estimar los 
niveles de cantidad del miRNA de interés. 
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El objetivo principal de la qRT-PCR es identificar diferencias de niveles de miRNAs entre 
dos grupos de muestra. Para ello, la normalización tiene como objetivo eliminar cualquier 
diferencia entre los dos grupos que no se deba a una verdadera representación de los 
niveles de los miRNAs. Estas diferencias pueden deberse a variabilidad en la obtención 
de muestras, la extracción de RNA o la cuantificación por PCR. Una de las estrategias 
de normalización más reconocidas es el empleo de miRNAs endógenos que se expresan 
de forma uniforme y con poca variabilidad en el material biológico a estudio (el suero 
en nuestro caso) y demostrar su estabilidad en todas las muestras (198-200). Los niveles 
relativos de cada miRNA se calcularon utilizando miR-103a-3p como gen normalizador 
para reducir la variación en la cuantificación y minimizar la variabilidad analítica. Se 
seleccionó miR-103a-3p para la normalización de datos dado que mostró niveles 
estables en las muestras analizadas y menor variabilidad (menor desviación estándar) 
entre los normalizadores evaluados (los recomendados por el proveedor Qiagen para 
análisis en suero: miR-103a-3p, miR-191-5p, miR-30a y miR-124-3p). De hecho, miR-103a-
3p y miR-191-5p han mostrado previamente ser normalizadores endógenos estables en 
suero (200). Los niveles séricos de miRNAs se cuantificaron de forma relativa mediante la 
comparación entre el nivel de expresión del gen a estudio versus el gen control o 
normalizador, de acuerdo con el método de la diferencia de Cts: ∆Ct (∆Ct = media Ct 
miRNA estudiado − media Ct miR-103a-3p, siendo la media de Ct la media de los tres análisis 
realizados para cada miRNA) que se correlaciona inversamente con la cantidad de 
miRNA en suero, de forma que a mayor cantidad o número de copias de miRNA en la 
muestra menor ∆Ct (menor número total de ciclos de PCR necesarios para amplificar el 
gen y detectar la fluorescencia).  

 
 
1.3 Evaluación de la firma de microRNAs como biomarcador sérico en pacientes con 
cirrosis descompensada 
 
El potencial papel como biomarcador de la firma de miRNAs identificada se evaluó en una 
cohorte de 36 pacientes con cirrosis descompensada, 18 de los cuales tenían ascitis 
refractaria definida de acuerdo con el Club Internacional de Ascitis (201). Estos pacientes 
fueron tratados con BBNS como profilaxis primaria de hemorragia variceal y se les realizó un 
estudio completo consistente en extracción de sangre, ecocardiografía Doppler y estudio 
hemodinámico hepático y cardiopulmonar tanto basalmente como cuatro semanas 
después de iniciar tratamiento con BBNS (propranolol), como parte de un protocolo 
prospectivo (ClinicalTrials.gov NCT02163512) (162). 
 
Análisis de laboratorio. Se analizaron los siguientes parámetros hepáticos: albúmina, 
bilirrubina e índice normalizado internacional (INR, del inglés international normalized ratio). 
Asimismo, se evaluaron parámetros de función glomerular renal (creatinina, cistatina C y 
tasa de filtración glomerular estimada (TFGe) por MDRD6). Se calcularon las escalas clásicas 
de función hepática en pacientes con cirrosis hepática (MELD y Child-Pugh). 
 
Ecocardiografía Doppler. Todos los ecocardiogramas fueron realizados en el servicio de 
Cardiología del Hospital Gregorio Marañón. Se utilizaron transductores de banda ancha de 
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2.0-4.0 MHz en un Vivid-7 (General Electric Healthcare). Las imágenes en modo M Doppler 
color se adquirieron a partir de la vista de cinco cámaras y se procesaron utilizando un 
software personalizado para obtener el EIVPD. Este índice refleja la diferencia de presión 
entre el ápex y el tracto de salida del ventrículo izquierdo en el corazón debido a la 
aceleración del flujo sanguíneo durante la sístole temprana, de forma que el valor de la 
diferencia de presión está íntimamente relacionado con la fuerza de contractilidad del 
ventrículo izquierdo (168, 202). El EIVPD es independiente de la precarga y la postcarga y 
ha demostrado ser un buen estimador de la función sistólica en pacientes con cirrosis 
descompensada (169). 
 
Estudio hemodinámico hepático y cardiopulmonar. El estudio hemodinámico se realizó tras 
ayuno nocturno y con anestesia local. El GPVH se calculó como la diferencia entre la presión 
suprahepática enclavada y la presión suprahepática libre utilizando un catéter-balón 
(Edwards Lifesciences TM, CA, EE. UU.) y el paquete de software Lab Chart 7 (ADI Instruments, 
Mildford, MA, EE. UU). La respuesta hemodinámica a los BBNS se definió como una 
disminución de ≥10% en el GPVH, punto de corte previamente validado para definir 
respuesta en la profilaxis primaria (183, 184). La presión arterial media se midió con un 
esfingomanómetro automático cada 5 minutos. Se utilizó un catéter Swan-Ganz (Abbott 
Laboratories, Chicago, IL, EE. UU.) para medir la presión en la aurícula derecha y el gasto 
cardiaco por termodilución. Las resistencias vasculares sistémicas se estimaron según la 
fórmula (presión arterial media − presión de la aurícula derecha) × 80/gasto cardíaco. 
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2. Periodo y lugar de realización del estudio  
 
1. Diseño del estudio:  

Se diseñó un proyecto traslacional multicéntrico a nivel nacional. Periodo: enero-marzo 
2018. 
 

2. Primera fase del estudio: identificación de la firma de miRNAs en el secretoma 
hepatocitario.  
Llevada a cabo en el Laboratorio de Biología Vascular Hepática del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas August Pi i Sunyer (IDIBAPS)-Hospital Clinic de Barcelona y en 
el Laboratorio de Exosomas del CIC bioGUNE de Derio. Periodo: marzo-diciembre 2018. 
 

3. Segunda y tercera fases del estudio: estudio de muestras de suero de pacientes con 
cirrosis descompensada y controles no cirróticos, validación de la firma de miRNAs en las 
muestras de suero de pacientes con cirrosis descompensada y controles no cirróticos, y 
evaluación de la firma de miRNAs como biomarcador sérico en cirrosis descompensada.  
Ambas fases fueron desarrolladas en el Servicio de Gastroenterología y Hepatología del 
Hospital Universitario Ramón y Cajal y en el Laboratorio de Biomarcadores y Dianas 
Terapéuticas del Instituto Ramón y Cajal de Investigación Sanitaria (IRYCIS). Periodo: 
enero-diciembre 2019. 

 
 
3. Aspectos éticos y cumplimiento de la legislación vigente  
 
El protocolo del estudio se adhirió a los principios de la Declaración de Helsinki. La primera 
etapa del estudio, la identificación de la firma de miRNAs, se realizó en el Instituto de 
Investigaciones Biomédicas August Pi i Sunyer (IDIBAPS)-Hospital Clinic de Barcelona y su 
protocolo fue aprobado por el Comité de Ética de este centro (HCB/2018/0028). El 
protocolo para las etapas posteriores recibió la aprobación del Comité de Ética de la 
Investigación Clínica del Hospital Universitario Ramón y Cajal (362/19; 1 de abril de 2019). 
Todos los sujetos incluidos otorgaron consentimiento informado por escrito autorizando el 
almacenamiento y uso para fines de investigación de sus muestras biológicas. 
 
 
4. Estudio bioinformático 
 
La evaluación del significado funcional y las interacciones de los miRNAs se llevó a cabo 
mediante análisis bioinformático. El análisis de enriquecimiento funcional para la predicción 
de genes diana de los miRNAs integrantes de la firma y su clasificación funcional se realizó 
utilizando el software cluster Profiler que permite comparar y automatizar el análisis de 
enriquecimiento funcional de grupos de genes (203). Se evaluaron las interacciones 
mediante predicción computacional, empleando para ello la base de datos miRGate y se 
aceptaron predicciones con tres o más validaciones computacionales o una validación 
experimental. La metodología de miRGate se ha aplicado con éxito previamente en 
conjuntos de datos independientes, proporcionando predicciones que posteriormente se 
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han validado mediante ensayos funcionales (204). Asimismo, se construyeron redes 
bipartitas utilizando los miRNAs seleccionados como fuente y los genes diana regulados 
como objetivos. 
 
 
5. Análisis estadístico  
 
Se utilizó el test de Shapiro-Wilk y los gráficos de distribución para establecer la normalidad 
de los datos. Las variables continuas se expresaron como mediana y rango intercuartílico 
(RIC) y se compararon mediante análisis univariante con el test no paramétrico U de Mann-
Whitney. Para datos continuos apareados se utilizó la prueba de los rangos con signo de 
Wilcoxon. Las variables categóricas se proporcionan como frecuencias absolutas y relativas 
y se utilizó la prueba exacta de Fisher para las comparaciones entre grupos. La 
concentración sérica de miRNAs se expresó en ∆Ct, que implica una escala logarítmica en 
base 2. Por ello, los niveles séricos de miRNAs se correlacionaron con la respuesta 
hemodinámica a los BBNS y las resistencias vasculares sistémicas mediante el coeficiente de 
correlación de Spearman (ρ). El área bajo la curva (AUC, del inglés area under the curve) 
se utilizó para evaluar el rendimiento diagnóstico de los miRNAs seleccionados. Se 
calcularon los puntos de corte óptimos de sensibilidad y especificidad para cada miRNA en 
base a las curvas de características operativas del receptor. El análisis estadístico se realizó 
utilizando Stata/IC 14.0. Todos los análisis fueron de dos colas y la significación estadística se 
fijó en p <0,05. 
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IX. RESULTADOS 
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1. Identificación de una firma de microRNAs en el secretoma de hepatocitos humanos 
primarios 
 
La secuenciación de los miRNAs contenidos en las vesículas extracelulares pequeñas del 
secretoma hepatocitario evidenció diferente composición entre aquellas procedentes de 
hígados cirróticos y no cirróticos. 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 10. Mapa de intensidad con todos los microRNAs identificados en la secuenciación. 
Ordenados por expresión (de menor a mayor expresión en vesículas extracelulares 
cirróticas). 
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-1 0,6 0,3 -1 -1 -2
0,4 0,1 0,4 0,2 0 -1
-1 0,8 1,2 0,1 -1 -1
0,9 -1 0,8 -0 -0 -0
2,3 -1 -1 0,3 -0 -1
0,9 0,1 0,5 -0 -1 0,3
0,7 1,5 -0 0,4 -0 -0
0,3 1,3 1,8 1,2 0,4 -0
0,6 -0 0,6 0,2 -1 -0
-0 -1 0,2 -0 -1 -1
-1 0,2 0,8 -0 -1 -2
0,3 0 2 1,5 -1 -1
2,2 -1 -1 0,5 0 -1
0,5 -0 1 0,7 -1 -1
-1 -1 1,1 0,1 -1 -1
-1 0,8 0,6 0,1 -2 -1
-0 0,4 0,5 0,2 -0 -0
-1 0,4 0,7 0,2 -0 -1
-1 1,1 1 0,9 -1 -2
-0 0,1 0,5 0,4 -0 -2
-1 1,1 1 0,9 -1 -2
-1 1,3 -1 0 -1 -1
1 -1 1,3 0,1 -0 0,3
0,2 0,2 0,5 0,4 -1 -0
0,1 0,5 -0 0,3 -0 -0
-0 0,4 0,4 0,1 -0 -1
-0 0,3 1,3 1,2 0,6 0,1
0,5 0,1 1 0 0,4 0,8
-0 0,1 0,7 0,1 -0 -0
-1 1,3 2 1,4 0,5 -1
0,6 0,1 0,3 0,5 -0 -0
0,2 -0 0,7 0,2 -0 -1
0 -0 1,1 0,7 -1 -0
-1 0,6 0,1 0,5 -0 -1
-0 0,4 0,2 0,4 -1 -0
-0 0 1 0,3 -0 0,1
-0 0,1 0,3 0,1 -0 -1
-0 0,8 -1 0,2 -1 -0
-0 0,6 -0 0,4 -0 -1
0,2 -1 1,3 0,2 -1 -0
0,1 -0 0 0,5 -1 -0
-1 0,6 0,5 0,6 -1 -1
0,2 -0 -0 0,5 -1 -0
0,1 -0 -0 0,5 -1 -0
-0 -0 1 0,5 -0 -0
-0 0,2 0,5 0,4 -0 -1
-0 0,5 0,1 0,3 -0 -0
-1 1,1 -1 0,1 -1 -0
-1 0,5 0,5 0,1 -0 -0
-1 1 0,3 0,4 -1 -1
-1 -0 -0 -0 -1 -1
0,2 0,1 -0 0,6 -0 -0
-0 0,2 0,1 1 -0 -0
0,4 -1 -0 -0 -1 -0
-1 0,8 -0 0,8 -0 -2
-0 -0 0,7 0,7 0 -0
0,1 -1 0,7 0,6 0,4 0,2
-0 0,7 -1 0,3 -1 -0
-0 0,7 -1 0,3 -1 -0
0,4 -1 -0 -1 0,5 -1
-1 0,6 -0 -0 -1 -1
-1 -1 1,1 0,9 -1 -0
0,3 -1 1 0,5 0,7 -0
-1 0,1 0,5 0,9 -1 -0
0,2 -0 0,7 0,5 0,2 -0
-1 -0 0,3 -0 0,1 -1
-2 0,5 0,7 0,7 -0 -0
-0 0,1 0,7 0,9 0,3 -0
0,8 -2 2,2 0,8 0,9 0,8
-1 1,1 -0 0,3 -0 -0
-0 0,3 -0 0,8 -0 0,2
-0 -0 0,6 0,8 0,3 0,2
-1 0,7 -0 0,6 0 -0
-0 0,1 0,3 0,5 0,1 -0
-1 -0 0,7 0,8 0,1 -0
0,5 -0 1,3 0,3 0,7 1
-1 0,4 0,5 0,1 -0 -0
-0 -0 0,2 0,5 -0 0,1
-0 -0 0,5 0,7 0,4 0,1
-1 0,6 0,2 0,4 -1 0,1
-0 0,4 0,1 0,8 -0 -0
-1 -0 0,3 0,1 -0 -1
0,2 0,4 -2 -1 0,6 0,1
-2 0,5 0,9 0,5 0,2 -1
-1 -0 0,3 0,8 -1 0,1
-0 0,5 1,6 1,5 1,3 0,6
-1 0,8 2,2 1 0,3 1,8
-0 0,2 0,2 0,9 -0 0,1
-1 -1 0,6 -0 -0 -0
-0 -0 0,5 0,4 1 0,2
-0 0,1 -0 0,5 -0 0,3
-1 1,3 1,6 -0 1,4 0,1
-1 0 0 1,1 0 0,1
-0 0,1 0,6 0,5 0,7 0,3
-2 1 -1 0,3 -0 -2
-1 0,8 0,4 0,4 0,2 -0
-1 0,2 0,3 0,6 -0 0,2
-1 -0 0,4 0,3 -0 -0
-0 0,5 0,1 0,8 1 0,3
-1 0,2 -0 1,4 0 -0
-1 -1 1,2 0,6 -0 -0
-1 1 -0 -1 0,4 -0
-1 -0 1 1,3 0,6 0,8
-1 1 1,6 2 0,8 0,5
0,3 0,8 1,5 1,5 1,2 1,8
-0 0,1 1,6 1 0,7 1,2
-1 0,6 -0 0,3 -0 -1
0,5 -0 0,5 1 0,9 0,6
0,2 -1 -1 0,7 0,7 0,9
-1 -1 0,2 0,2 -0 0,2
-1 0,9 0,6 1,4 0,1 0,4
-0 -1 -1 -0 0,5 -0
-1 0,2 -0 0,6 0 0
-2 0,3 -0 0,1 -1 -1
0,3 0,1 1 0,7 1,1 1,2
-2 1,2 -0 0,6 -1 0,7
-1 0,2 0,2 0,4 -0 -0
-1 -0 0,4 0,9 0,2 -0
-0 -0 -2 0,2 0,7 -2
0,1 -1 0,3 0,3 0,7 0,6
0,2 -0 0,6 1,3 1,2 0,5
-2 1,2 -1 0,1 -1 -1
-1 -1 0,4 1 0,3 0,5
-0 -0 -1 0,2 -0 0,1
0,6 -0 -1 1,1 0,9 1
-2 0,7 -0 0,7 0,1 -1
-0 -0 -0 0,8 0,8 0,3
-1 -1 0,3 0,7 0,4 0,4
0,1 -1 -1 0,4 0,7 -0
-2 0,2 -0 0,5 -0 0,1
-1 -0 0,2 0,6 -0 0,2
-1 1,2 -2 1,1 -1 -0
-0 1,3 0,1 1,6 1,1 0,7
-1 -1 -0 0,4 -0 -0
-0 -1 -1 0,7 0,2 1
0,2 -1 -2 0,7 0,2 -0
-1 -1 0,7 0,3 0,3 -0
-1 -0 0,1 -1 -1 4,5
1,2 -0 -2 2,1 0,9 0,4
-1 -0 -0 0,4 0,2 -0
-2 0,5 -1 0,7 -1 -0
0,4 -1 -1 0,7 1,3 1,2
-0 -0 0,7 1,5 0,9 1,3
-2 -1 0,1 0,9 0,2 -0
-2 -1 0 1 0,3 -0
-0 -2 -1 0,5 0,9 1,2
-2 0,1 -1 0,9 0,7 -1
-1 -1 0,4 1,2 0,4 0,8
-0 0,2 -0 1,8 0,7 1,4
-2 -1 0,2 0,8 -0 -1
-3 0,7 -1 0,6 0,7 -1
-1 -1 0,9 2 1,4 0,1
-1 -1 0,1 1,1 0,5 -0
-2 -0 -0 1,4 0,2 -0
0,4 -6 1,6 -0 1 0
-1 -0 -1 0,7 0,8 0,7
-1 1,5 -2 0,8 1,6 1,8
0,2 -2 0,2 1,4 -0 -0
-2 -0 -2 0,9 0,5 0,6
-4 -2 1,5 1,1 1 -0
-1 -2 0,8 2,1 0,6 0,5
-2 -2 0,8 0,9 1,2 1,1
-2 -2 0,1 0,5 1 1,6

MIR122
MIR4662A
MIR320E
MIR210
MIR486-2
MIR378G
MIR486-1
MIR141
MIR432
MIR203B
MIR24-2
MIR422A
MIR629
MIR1246
MIR92B
MIR663B
MIR328
MIR654
MIR155
MIR142
MIR3184
MIR6134
MIR24-1
MIR483
MIR222
MIR193B
MIR146A
MIR148A
MIR3648-2
MIR320D2
MIR1301
MIR15B
MIR320D1
MIR5589
MIR497
MIR499B
MIR3648-1
MIR125B1
MIR345
MIR125A
MIRLET7G
MIR16-2
MIR374C
MIR29B2
MIR374B
MIRLET7F2
MIR193A
MIR320B2
MIR455
MIR335
MIR574
MIR185
MIR25
MIR195
MIR92A2
MIR29A
MIR125B2
MIR194-1
MIR151A
MIR320A
MIR29B1
MIRLET7A2
MIR194-2
MIR221
MIR320C2
MIR3613
MIR320B1
MIR320C1
MIR152
MIR16-1
MIR30E

MIRLET7F1
MIR27B
MIR652
MIR183
MIR26A2
MIR30B
MIR375
MIR4510
MIR92A1
MIR365A
MIRLET7A1
MIRLET7A3
MIR663A
MIRLET7I
MIR1468
MIR148B
MIRLET7C
MIR29C
MIR3591
MIR342
MIR99A
MIR5588
MIR98
MIR4429
MIR191
MIR23B
MIR215
MIR339
MIR628
MIR27A
MIR30D
MIR192
MIR374A
MIR26A1
MIR22
MIR103A1
MIR409
MIRLET7B
MIR425
MIR382
MIR26B
MIR324
MIR378A
MIR140
MIR32
MIR30C2
MIR93
MIR200A
MIR21

MIRLET7D
MIR361
MIR106B
MIR30C1
MIR885
MIR514A1
MIR505
MIR664A
MIR340
MIR128-1
MIR139
MIR101-1
MIR7704
MIR28
MIR450B
MIR378D2
MIR30A
MIR99B
MIR484
MIR576
MIR23A
MIR23C
MIR181B1
MIR378C
MIR101-2
MIR126
MIR100
MIR146B
MIR107
MIR379
MIR103B2
MIR186
MIR378D1
MIR181A2
MIR10A
MIRLET7E
MIR200B
MIR181B2
MIR204
MIR7641-1
MIR493
MIR3074
MIR151B
MIR671
MIR143
MIR4516
MIR500A
MIR199A1
MIR199A2
MIR7641-2
MIR127
MIR532
MIR660
MIR3120
MIR181A1
MIR34A
MIR199B
MIR145
MIR769
MIR6087
MIR494
MIR10B
MIR429
MIR197
MIR216B
MIR452
MIR224

Muestras de hígados
no cirróticos

Muestras de hígados
cirróticos
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Tras la secuenciación, los datos se procesaron para identificar aquellos miRNAs con niveles 
significativamente diferentes en muestras procedentes de hígados cirróticos (diferencia de 
al menos 1,5 veces y una p <0,05), seleccionando 5 miRNAs miR-452-5p, miR-429, miR-885-
5p, miR-181b-5p y miR-122-5p. La expresión diferencial de los 5 miRNAs integrantes de la 
firma se validó mediante qRT-PCR individual. Los 5 miRNAs seleccionados estaban 
registrados en la base de datos miRBASE (http://www.mirbase.org/) (13). 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 11. Mapa de intensidad con los 20 microRNAs más desregulados (los 10 más 
expresados y los 10 menos expresados) tras secuenciar las vesículas extracelulares 
pequeñas del secretoma de hepatocitos cirróticos y no cirróticos. Los cinco microRNAs 
integrantes de la firma identificada fueron aquellos con mayor diferencia de niveles y 
significación estadística. miRNAs: microRNAs. 
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2. Validación de la firma de microRNAs en muestras de suero de pacientes cirróticos y 
controles sin cirrosis 
 
El siguiente paso fue validar la firma de miRNAs identificada (miR-452-5p, miR-429, miR-885-
5p, miR-181b-5p y miR-122-5p) en el suero de pacientes con cirrosis descompensada y 
controles no cirróticos apareados por sexo y edad. A modo de control interno, también 
analizamos tres miRNAs (miR-192-5p, miR-34a-5p y miR-29a-5p) previamente identificados 
como biomarcadores de enfermedades hepáticas crónica. 
 
Analizamos muestras de suero de 36 pacientes con cirrosis y ascitis (50% de ascitis 
refractaria), tanto muestras de suero basales como muestras de suero tras un mes de iniciar 
tratamiento con BBNS, y 36 controles no cirróticos para determinar los niveles séricos de la 
firma de cinco miRNAs y los tres miRNAs control. Los miRNAs no pudieron determinarse en 
tres pacientes con cirrosis dado que las muestras se habían recogido en tubos heparinizados 
causando inhibición de qRT-PCR. Por tanto, estos tres pacientes y sus controles 
correspondientes fueron excluidos del análisis, incluyéndose finalmente 33 controles (83,4% 
varones, edad 55 (RIC, 51-59) años) y 33 pacientes con cirrosis descompensada (81,8% 
varones, edad 58 [RIC, 54-61] años), de los cuales 16 presentaban ascitis sensible a diuréticos 
y 17 ascitis refractaria. 
 
En los pacientes con cirrosis hepática, los niveles séricos de miRNAs no se modificaron de 
forma significativa con el tratamiento BBNS.  
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Figura 12. Niveles séricos de microRNAs en muestras basales y en muestras recogidas un 
mes tras el inicio de tratamiento β-bloqueante no cardioselectivo. Los microRNAs 
integrantes de la firma aparecen resaltados en la tabla incorporada en la figura. BBNS: β-
bloqueantes no cardioselectivos. miRNA: microRNA. 
 
 
El análisis en muestras de suero confirmó niveles significativamente diferentes de cuatro de 
los cinco miRNAs integrantes de la firma y dos de los tres miRNAs control en pacientes 
cirróticos frente a controles no cirróticos. Estas diferencias se mantuvieron tanto en las 
muestras basales de los pacientes cirróticos como en las muestras con tratamiento BBNS. En 
comparación con los controles no cirróticos los pacientes con cirrosis mostraron niveles 
significativamente más bajos (p <0,005) de miR-429, miR-885-5p, miR-181b-5p, miR-122-5p, 
miR-192-5p y miR-29a- 5p, y niveles similares de miR-452-5p y miR-34a-5p.  
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Tabla 4. Diferencia en los niveles séricos de microRNAs en muestras de sujetos sin cirrosis y 
pacientes con cirrosis descompensada (muestra basal y muestra con tratamiento). Los 
microRNAs integrantes de la firma aparecen resaltados en la tabla. miRNA: microRNA. BBNS: 
β-bloqueantes no cardioselectivos.  
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 13. Niveles séricos de la firma de microRNAs y los tres microRNAs control en muestras 
de sujetos sin cirrosis y pacientes con cirrosis descompensada. Las líneas verticales indican 
el rango, salvo cuando existen valores extremos que se simbolizan con un punto. La línea 
horizontal central es la mediana y los límites horizontales de los cuadros representan el primer 
y tercer cuartil. Los microRNAs integrantes de la firma aparecen resaltados en la tabla 
incorporada en la figura. miRNA: microRNA. 

miRNA p 
(cirróticos basal-controles) 

p 
(cirróticos BBNS-controles) 

hsa-miR-452-5p 0,43 0,11 
hsa-miR-429 0,01 0,001 
hsa-miR-885-5p <0,001 <0,001 
hsa-miR-181b-5p <0,001 <0,001 
hsa-miR-122-5p <0,001 <0,001 
hsa-miR-192-5p 0,002 <0,001 
hsa-miR-34-5p 0,41 0,14 
hsa-miR-29a-5p <0,001 <0,001 
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De los miRNAs con niveles significativamente diferentes, miR-29a-5p mostró el AUC más alto 
para la identificación de cirrosis (AUC 0,88, intervalo de confianza [IC] del 95%: 0,8-0,95; 
sensibilidad 78,8%, especificidad 78,8% para el punto de corte 1.53).  
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 14. Representación del área bajo la curva para determinar el valor de los niveles de 
microRNAs en suero como biomarcadores en pacientes con cirrosis comparado con sujetos 
no cirróticos. Cada punto de la curva representa un valor de corte diferente para un par 
de sensibilidad-especificidad. AUC: área bajo la curva; IC: intervalo de confianza. 
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3. Niveles séricos de la firma de microRNAs y correlación clínica en pacientes con cirrosis 
descompensada 
 
3.1 Pacientes con cirrosis descompensada: Evaluación basal y tras tratamiento con β-
bloqueantes no cardioselectivos 
 
Las muestras de suero evaluadas procedían de 17 pacientes con ascitis refractaria y 16 
pacientes con ascitis sensible a diuréticos, mayoritariamente con cirrosis de causa enólica. 
A todos ellos se les había realizado una analítica de sangre, un estudio hemodinámico 
hepático y cardiopulmonar y una ecocardiografía como parte de la evaluación basal. No 
se objetivaron diferencias en ambos grupos en los parámetros analíticos y escalas habituales 
de función hepática (Child-Pugh y MELD). Sin embargo, si se observó alteración significativa 
en los parámetros de función renal en los pacientes con ascitis refractaria, así como en la 
presión arterial media. En la tabla 3 se detallan las características basales de los pacientes 
incluidos. 
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Tabla 5. Características basales de los pacientes cirróticos. Las variables cuantitativas se 
proporcionan como mediana y rango intercuartílico; las variables cualitativas como valores 
absolutos y relativos. MELD: del inglés model for end-stage liver disease; INR: índice 
normalizado internacional (del inglés international normalized ratio); TFGe: tasa de filtración 
glomerular estimada; GPVH: gradiente de presión venosa hepática; EIVPD: diferencia pico 
de presión de eyección intraventricular (del inglés ejection intraventricular pressure 
difference).  
 
 
Los niveles séricos basales de miRNAs no se correlacionaron con las escalas clásicas de la 
función hepática (MELD, MELD-sodio Child-Pugh). 
 
 
 
 
 

 Ascitis sensible a diuréticos 
n =16 

Ascitis refractaria 
n =17 

p 
 

Edad, años 55 (52-59) 59 (54-65) 0,4 
Sexo, varón 13 (81,2%) 14 (82,3%) 1 
Etiología de la cirrosis hepática 
Alcohol 
Viral 

 
13 (81,2%) 
3 (18,8%) 

 
10 (58,8%) 
7 (41,2%) 

0,26 
 

Escalas de función hepática 
Child-Pugh, B/C 
MELD  

 
13 (81,2%) / 3 (18,8%) 

12 (10-16) 

 
10 (58,8%) / 7 (41,2%) 

16 (13-17) 

 
0,26 
0,12 

Parámetros de laboratorio 
Bilirrubina (mg/dL) 
Albúmina (g/dL) 
INR 
Creatinina (mg/dL) 
TFGe (mL/min/1,73m2) 
Cistatina C (mg/dL) 
Sodio (mEq/L) 

 
1,9 (1-3,5) 
3 (2,5-3,3) 

1,3 (1,3-1,5) 
0,7 (0,7-0,8) 
103 (84-120) 
1,2 (1,1-1,2) 

135 (133-137) 

 
2,2 (1,3-3,6) 
2,9 (2,6-3,3) 
1.5 (1,3-1,6) 
0,9 (0,7-1) 
79 (58-87) 
1,6 (1,2-2) 

132 (131-134) 

 
0,63 
0,97 
0,17 
0,08 
0,01 
0,03 
0,01 

Parámetros hemodinámicos 
Presión arterial media (mmHg) 
Resistencias vasculares sistémicas 
(dinas.seg.cm-5/m2) 
GPVH (mmHg) 
EIVPD (mmHg) 

 
91 (85-97) 

1006 (828-1170) 
 

21 (19-25) 
4,1 (3,2-5,4) 

 
80 (74-92) 

937 (784-1179) 
 

23 (19-25) 
4,6 (2,9-5,8) 

 
0,006 
0,69 

 
0,81 
0,65 
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Tabla 6. Correlación de los niveles séricos de microRNAs con las escalas de función 
hepática. Los microRNAs integrantes de la firma aparecen resaltados en la tabla. miRNA: 
microRNA. MELD: del inglés, model for end-stage liver disease. MELD-Na: MELD-sodio. 
 
 
Un mes después de iniciar tratamiento con BBNS (propranolol), a los 33 pacientes se les 
realizó nuevamente una evaluación completa incluyendo análisis de sangre, estudio 
hemodinámico hepático y cardiopulmonar y ecocardiografía. Se objetivó respuesta 
hemodinámica (caída del GPVH ≥10%) en 8 (50%) pacientes con ascitis sensible a diuréticos 
y 9 (53%) pacientes con ascitis refractaria (p =0,87). Respecto al impacto en la función 
sistólica con tratamiento BBNS, los pacientes con ascitis refractaria presentaron una 
reducción significativa de la función sistólica estimada por EIVPD (basal: 4,6 (2,9-5,8) mmHg; 
tras BBNS: 3,3 (3-4,1) mmHg, p =0,005) que no presentaron los pacientes con ascitis sensible 
a diuréticos (p =0,3). 
 
 
3.2 Niveles séricos de microRNAs y ascitis refractaria 
 
Los niveles séricos basales de miR-181b-5p fueron significativamente más altos en pacientes 
con ascitis refractaria comparado con los pacientes con ascitis sensible a diuréticos (p 
=0,008). Los otros miRNAs examinados no presentaron diferencias significativas en pacientes 
con ascitis refractaria y ascitis sensible a diuréticos. Estas diferencias se mantuvieron al 
realizar el análisis en las muestras de pacientes con tratamiento BBNS (p =0.04 para miR181b-
5p, resto de miRNAs >0.05). 

miRNA MELD MELD-Na Child-Pugh 

hsa-miR-452-5p 
ρ =0,13 
p =0,45 

ρ =0,11 
p =0,51 

ρ =0,24 
p =0,16 

hsa-miR-429 
ρ =0,02 
p =0,89 

ρ =−0,02 
p =0,9 

ρ =−0,02 
p =0,87 

hsa-miR-885-5p 
ρ =0,17 
p =0,31 

ρ =0,14 
p =0,4 

ρ =0,3 
p =0,08 

hsa-miR-181b-5p 
ρ =−0,15 
p =0,38 

ρ =−0,14 
p =0,41 

ρ =−0,15 
p =0,38 

hsa-miR-122-5p 
ρ =0,17 
p =0,32 

ρ =0,23 
p =0,18 

ρ =0,32 
p =0,06 

hsa-miR-192-5p 
ρ =0,11 
p =0,52 

ρ =0,14 
p =0,43 

ρ =0,14 
p =0,42 

hsa-miR-34a  
ρ =0,05 
p =0,74 

ρ =0,2 
p =0,24 

ρ =0,14 
p =0,43 

hsa-miR-29a-5p 
ρ =0,04 
p =0,8 

ρ =0,06 
p =0,7 

ρ =0,04 
p =0,81 
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Figura 15. Niveles séricos de microRNAs en pacientes con ascitis sensible a diuréticos y 
ascitis refractaria. Las líneas verticales indican el rango, salvo cuando existen valores 
extremos que se simbolizan con un punto. La línea horizontal central es la mediana y los 
límites horizontales de los cuadros representan el primer y tercer cuartil. Los microRNAs 
integrantes de la firma aparecen resaltados en la tabla incorporada en la figura. miRNA: 
microRNA. 
 
 
miR-181b-5p mostró un AUC de 0,77 (IC del 95%: 0,59-0,93; sensibilidad 75%; especificidad 
70,6% para el punto de corte 6,57) para identificar ascitis refractaria. 
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Figura 16. Representación del área bajo la curva de miR-181b-5p para identificar ascitis 
refractaria. Cada punto de la curva representa un valor de corte diferente para un par de 
sensibilidad-especificidad. AUC: área bajo la curva; IC: intervalo de confianza. 
 
 
Los niveles séricos de miR-181b-5p mostraron una correlación inversa con los parámetros de 
función renal. Al analizar por separado ambos grupos, la correlación se mantuvo solo en 
pacientes con ascitis refractaria. 
 
 
 Todos los 

pacientes 
n =33 

Ascitis sensible a 
diuréticos 

n =16 

Ascitis refractaria 
n =17 

Creatinina sérica- hsa-miR-181b-5p ρ =−0,5; p =0,002 ρ =−0,26; p =0,32 ρ =−0,6; p =0,01 

Cistatina C- hsa-miR-181b-5p ρ =−0,44; p=0,01 ρ =−0,02; p =0,92 ρ =−0,54; p =0,02 

 
 
Tabla 7. Correlación de los niveles séricos de miR-181b y parámetros de función renal. 
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Figura 17. Correlación de los niveles séricos de miR-181b y parámetros de función renal. Los 
puntos representan pacientes individuales. 
 
 
Los niveles séricos de miR-452-5p y miR-885-5p se correlacionaron con la gravedad de la 
vasodilatación arterial sistémica. Los pacientes con resistencias vasculares sistémicas 
basales más bajas presentaron niveles séricos inferiores de miR-452-5p (ρ =−0,46; p =0,007) y 
miR-885-5p (ρ =−0,42; p =0,01). 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 18. Correlación entre los niveles basales de miR-452-5p y miR-885-5p en suero con 
las resistencias vasculares sistémicas basales en pacientes con ascitis refractaria. Los puntos 
representan pacientes individuales.  
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3.3 Niveles séricos de microRNAs y respuesta hemodinámica 
 
No se evidenció correlación entre los niveles séricos basales de miRNAs y el GPVH basal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 8. Correlación de los niveles séricos de microRNAs con el gradiente de presión venosa 
hepática basal. Los microRNAs integrantes de la firma aparecen resaltados en la tabla. 
miRNA: microRNA. GPVH: gradiente de presión venosa hepática.  
 
 
Se objetivó respuesta hemodinámica en 17 (51,5%) pacientes. Los pacientes que 
desarrollaron respuesta hemodinámica con tratamiento BBNS presentaron niveles séricos 
basales de miR-452-5p y miR-429 significativamente más bajos que los no respondedores 
hemodinámicos (p <0,005). Los niveles de miR-181b-5p y miR-29a-5p mostraron una 
tendencia similar, aunque no significativa (p =0,05 y p =0,06, respectivamente), mientras que 
otros miRNAs no difirieron significativamente entre respondedores y no respondedores. 
 

miRNA GPVH (mmHg) 

hsa-miR-452-5p 
ρ =0,18 
p =0,29 

hsa-miR-429 
ρ =0,06 
p =0,71 

hsa-miR-885-5p 
ρ =−0,05 
p =0,76 

hsa-miR-181b-5p 
ρ =0,21 
p =0,23 

hsa-miR-122-5p 
ρ =0,01 
p =0,92 

hsa-miR-192-5p 
ρ =−0,12 
p =0,49 

hsa-miR-34a  
ρ =0,04 
p =0,79 

hsa-miR-29a-5p 
ρ =0,29 
p =0,09 
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Figura 19. Niveles séricos de microRNAs en pacientes con y sin respuesta hemodinámica a 
tratamiento con β-bloqueantes no cardioselectivos. La línea horizontal central es la 
mediana y los límites horizontales de los cuadros representan el primer y tercer cuartil. Los 
microRNAs integrantes de la firma aparecen resaltados en la tabla incorporada en la figura. 
Los puntos representan pacientes individuales. BBNS: β-bloqueantes no cardioselectivos. 
miRNA: microRNA. 
 
 
El AUC de miR-452-5p para identificar respuesta hemodinámica fue 0,77 (IC del 95%: 0,59-
0,95; sensibilidad 82,4%; especificidad 75% para un punto de corte de 9,26) y de miR-429 0,77 
(IC del 95%: 0,61-0,94; sensibilidad 76,5%; especificidad 81,2% para un punto de corte de 
10,2). 
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Figura 20. Representación del área bajo la curva de miR-452-5p y miR-429 para identificar 
de respuesta hemodinámica. Cada punto de la curva representa un valor de corte 
diferente para un par de sensibilidad-especificidad. AUC: área bajo la curva; IC: intervalo 
de confianza. 
 
 
3.4 Niveles séricos de microRNAs y deterioro de la función sistólica con tratamiento β-
bloqueante no cardioselectivo en pacientes con ascitis refractaria 
 
El tratamiento con BBNS redujo de forma significativa la función sistólica cardiaca estimada 
por EIVPD en pacientes con ascitis refractaria. Los niveles séricos basales de miR-452-5p y de 
miR-885-5p se correlacionan inversamente con el desarrollo de disfunción sistólica cardiaca 
con BBNS en pacientes con ascitis refractaria (ρ =−0,55; p =0,02 y ρ =−0,55 p =0,02, 
respectivamente). 
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Figura 21. Correlación entre los niveles séricos basales de miR-452-5p y miR-885-5p y la 
caída de la función sistólica con tratamiento β-bloqueante no cardioselectivo en pacientes 
con ascitis refractaria. EIVPD: diferencia pico de presión de eyección intraventricular (del 
inglés ejection intraventricular pressure difference). BBNS: β-bloqueantes no 
cardioselectivos. Los puntos representan pacientes individuales. Las líneas discontinuas 
representan el intervalo de confianza. 
 
 
3.5 Significado funcional de los microRNAs integrantes de la firma 
 
Llevamos a cabo un análisis bioinformático para evaluar las posibles implicaciones 
funcionales de los miRNAs estudiados. Tras el análisis de predicción de genes dianas y su 
clasificación funcional determinamos que estos miRNAs y sus genes diana están implicados 
en varios procesos biológicos entre los que destaca la respuesta celular a la hipoxia y a nivel 
molecular en la degradación proteica vía ubiquitina. 
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Figura 22. Análisis de enriquecimiento funcional de las dianas controladas por los microRNAs 
evaluados. A) Procesos biológicos. B) Funciones moleculares. 
 
 
Asimismo, generamos redes bipartitas de interacción funcional con acción cooperativa 
para analizar los datos biológicos relacionados con la función de miRNAs. Para ello, 
utilizamos los miRNAs seleccionados como fuente y los genes diana regulados como 
objetivos para ilustrar la relación en la predicción de objetivos compartidos. De esta forma, 
objetivamos como miR-452-5p, miR-429, miR-181b-5p, miR-122-5p, miR-192-5p y miR-34a-5p 
controlan la expresión de objetivos comunes que podrían cooperar para promover la 
respuesta celular: miR-429, miR-181b-5p y miR-34a-5p se relacionan en su implicación en la 
expresión del gen B-cell lymphoma 2 (BCL2) y miR-429, miR-181b-5p y miR-192-5p parecen 
estar relacionados a través del inhibidor de la proteína de apoptosis ligado al gen X (XIAP). 
BCL2 y XIAP son genes implicados en la apoptosis. 
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Figura 23. Red bipartita que representa el patrón de interacción entre los microRNAs 
estudiados a través de los genes diana regulados. 
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X. DISCUSIÓN 
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Los miRNAs circulantes han sido objeto de estudio con anterioridad en pacientes con 
enfermedad hepática crónica, fundamentalmente para el diagnóstico y la estratificación 
de MAFLD y hepatopatía viral. Sin embargo, el presente estudio es el primero que se centra 
en el papel de los miRNAs como biomarcador de estadio de enfermedad en el contexto 
especifico de la cirrosis descompensada. Asimismo, este estudio piloto presenta un 
innovador abordaje para seleccionar los miRNAs a investigar como potenciales 
biomarcadores séricos. En este sentido, se planteó un abordaje traslacional identificando 
en primer lugar una firma de miRNAs con expresión diferencial en vesículas extracelulares 
pequeñas generadas por hepatocitos de hígados de pacientes con cirrosis 
descompensada. Dado que el contenido de las vesículas extracelulares pequeñas traduce 
el estado fisiopatológico de las células de las que derivan (40), esta firma de miRNAs 
vesiculares caracterizada in vitro podría reflejar de forma precisa el estadio de la 
enfermedad y, de confirmarse en muestras de suero, podría ser un potencial marcador no 
invasivo para caracterizar la cirrosis descompensada. Una vez identificada la firma se optó 
por analizar en suero directamente los miRNAs identificados sin aislar previamente vesículas 
extracelulares pequeñas, puesto que se ha sugerido previamente como alternativa 
equivalente (119-121). Además de la firma identificada in vitro, se examinó a modo de 
control interno el comportamiento de tres miRNAs previamente relacionados con 
enfermedad hepática crónica.  
Los resultados confirmaron la hipótesis inicial, ya que la firma de miRNAs identificada in vitro 
en las vesículas extracelulares pequeñas pudo ser analizada en suero y se correlacionó con 
parámetros que reflejan distintos estadios en pacientes con cirrosis descompensada. De 
esta forma, se determinaron diferencias significativas en los niveles séricos de miRNAs de la 
firma en pacientes con ascitis refractaria, así como su capacidad para distinguir a los 
pacientes con mayor vasodilatación arterial periférica, que presentan mayor predisposición 
a desarrollar disfunción sistólica cardiaca con tratamiento BBNS. Por otra parte, los 
resultados sugieren que los niveles basales de miRNAs de la firma permitirían identificar 
aquellos pacientes con cirrosis descompensada que van a presentar respuesta 
hemodinámica al tratamiento BBNS. Los miRNAs analizados como control fueron capaces 
de diferenciar a los pacientes cirróticos de los sujetos no cirróticos, pero no permitieron 
estadificar a los pacientes con cirrosis descompensada ni predecir la respuesta 
hemodinámica al tratamiento con BBNS.  
 
Seis de los miRNAs examinados, cuatro procedentes de la firma caracterizada in vitro (miR-
429, miR-885-5p, miR-181b-5p y miR-122-5p) y dos de los miRNAs control (miR-192-5p y miR-
29a-5p) presentaron niveles diferentes en suero en pacientes con cirrosis descompensada 
en comparación con los sujetos no cirróticos. El descenso en los niveles séricos de miR-29a-
5p en pacientes cirróticos comparado con individuos sin hepatopatía ya se había 
objetivado en estudios previos, y en esta cohorte este miRNA presentó la mejor precisión 
diagnóstica para identificar cirrosis (69). Los otros cinco miRNAs que presentaron niveles 
significativamente más bajos en el suero de los pacientes con cirrosis fueron por una parte 
miR-429, que no ha sido estudiado anteriormente en enfermedad hepática, y por otra parte 
miR-122-5p, miR-885-5p, miR-181b-5p y miR-192-5p, que han presentado niveles séricos más 
elevados en pacientes con enfermedad hepática crónica en comparación con controles 
en estudios previos (49-51). Sin embargo, la mayor parte de estos estudios evaluaron el papel 
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de miRNAs en distintas situaciones de daño hepático crónico como son la hepatitis viral, 
MAFLD o el carcinoma hepatocelular, pero no incluyeron prácticamente pacientes con 
cirrosis descompensada. Esto podría explicar las diferencias encontradas en relación a los 
niveles séricos de estos miRNAs en pacientes cirróticos en este estudio (niveles disminuidos) 
y lo descrito previamente en la literatura (niveles aumentados). En este sentido, se han 
objetivado niveles séricos reducidos de miR-122-5p, el miRNA más abundante en el 
hepatocito, y de miR-885-5p en pacientes con cirrosis descompensada en comparación 
con pacientes con cirrosis compensada (86, 92, 93). Los niveles séricos de miRNAs más bajos 
observados en pacientes con enfermedad más avanzada podrían ser secundarios a una 
disminución de la secreción por una pérdida de hepatocitos funcionales, mientras que en 
etapas iniciales de la enfermedad hepática se produciría un aumento de su liberación 
desde hepatocitos lesionados. 
 
El principal hallazgo de este estudio es la diferencia en los niveles séricos de miRNAs de la 
firma en pacientes con cirrosis y ascitis, lo que sugiere su papel como biomarcadores para 
estadificar la cirrosis descompensada. La ascitis refractaria representa una etapa de mayor 
gravedad dentro de la cirrosis descompensada con un pronóstico ominoso. Se caracteriza 
por la presencia de vasodilatación arterial sistémica intensa que desencadena una 
hiperestimulación simpática que aumenta la función sistólica al límite para lograr un gasto 
cardiaco que permita mantener la perfusión renal. Las escalas clásicas de función hepática 
no reflejan la gravedad de la disfunción cardiocirculatoria y la consecuente labilidad de la 
función renal que presentan estos pacientes (162). A pesar de que presenta una situación 
hemodinámica propia y diferente a otras fases de la enfermedad, a día de hoy su 
diagnóstico atiende a una definición establecida por consenso de expertos en base a la 
respuesta a tratamiento diurético (161, 201). En esta cohorte, no hubo diferencias en las 
escalas Child-Pugh y MELD entre pacientes con ascitis refractaria y ascitis sensible a 
diuréticos, pero miR-181b-5p presentó niveles significativamente más altos en pacientes con 
ascitis refractaria comparado con pacientes con ascitis sensible a diuréticos, con un AUC 
de 0,77 para identificar este subgrupo de pacientes. Es más, los niveles séricos de este 
miRNAs se correlacionaron con parámetros de función renal como son la creatinina sérica 
y la cistatina C en los pacientes con ascitis refractaria. Los trastornos de la función renal y la 
retención de sodio y agua que conduce a una expansión del volumen extracelular son 
clave en la fisiopatología de la ascitis refractaria. Estas diferencias en los niveles séricos de 
miR-181b-5p en pacientes con ascitis refractaria apoyaría el trasfondo fisiopatológico 
distintivo que subyace a la diferenciación clínica clásica de los dos subgrupos de pacientes 
con cirrosis y ascitis. Asimismo, objetivamos niveles séricos superiores de miR-452-5p y miR-
885-5p en pacientes con mayor vasodilatación arterial periférica (menores resistencias 
arteriales sistémicas), lo que sugiere la capacidad de estos miRNAs para identificar a los 
pacientes con disfunción circulatoria más grave. Es interesante destacar que la gravedad 
de la vasodilatación periférica se ha relacionado con la reducción de la función sistólica 
inducida por BBNS en pacientes con ascitis refractaria (162). En esta cohorte, los niveles 
séricos basales de estos dos miRNAs se correlacionaron no solo con el grado de 
vasodilatación periférica sino también con la caída de la función sistólica estimada por 
EIVPD tras tratamiento con BBNS en el grupo de pacientes con ascitis refractaria. 
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Por otra parte, se evaluó el papel de la firma de miRNAs para predecir el desarrollo de 
respuesta hemodinámica con tratamiento BBNS. Los BBNS no solo son el pilar del tratamiento 
para prevenir la hemorragia relacionada con la hipertensión portal, sino que han 
demostrado importantes beneficios en términos de prevenir la progresión de la enfermedad 
hepática e incluso de mejorar a supervivencia. Estos beneficios acontecen principalmente 
cuando se alcanza una reducción del GPVH ≥10%, que ocurre en el 40-60% de los pacientes 
(154, 180, 183, 184). La medición del GPVH es un procedimiento invasivo y no ampliamente 
disponible por lo que no se realiza en práctica clínica de forma rutinaria. No se dispone en 
la actualidad de alternativas no invasivas óptimas que permitan determinar qué pacientes 
desarrollan respuesta hemodinámica a BBNS y plantear de forma individualizada otras 
opciones terapéuticas en pacientes no respondedores. Los niveles séricos basales de miR-
452-5p y miR-429 se correlacionaron de forma significativa con el desarrollo de respuesta 
hemodinámica con tratamiento BBNS, de forma que los pacientes respondedores 
hemodinámicos presentaron niveles basales menores. Ello sugiere la potencial utilidad 
pronóstica de estos miRNAs circulantes para identificar, antes de iniciar el tratamiento, 
aquellos pacientes con cirrosis descompensada más proclives a desarrollar hemodinámicos. 
El empleo de miRNAs circulantes para evaluar la respuesta a BBNS se ha explorado 
previamente en el contexto de la hipertensión arterial. Así, los niveles de miR-19a, miR-101 y 
let-7e, que regulan los receptores β1-adrenérgicos y otros genes relacionados con la 
farmacodinamia de estos fármacos, se han asociado con la respuesta antihipertensiva 
(205). 
 
Asimismo, en pacientes con cirrosis avanzada, particularmente con ascitis refractaria, los 
BBNS provocan una reducción de la función sistólica con la consecuente reducción de la 
presión de perfusión renal, lo que podría mermar su supervivencia. En esta cohorte, los 
niveles séricos basales de miR-452-5p y miR-885-5p, que se correlacionaron con la magnitud 
del deterioro hemodinámico en los pacientes con ascitis refractaria, se relacionaron 
también con la reducción de la función sistólica cardiaca con BBNS en estos pacientes, por 
lo que podrían tener una relevante implicación clínica al identificar de forma no invasiva a 
aquellos pacientes con cirrosis avanzada y disfunción cardiocirculatoria grave en los que 
los BBNS deberían usarse con precaución o incluso evitarse. Ello permitiría un abordaje 
teranóstico en consonancia con la llamada “medicina de precisión”, en el que el análisis 
de miRNAs circulantes permitiría adaptar e individualizar el tratamiento a cada paciente, 
superando el paradigma de un planteamiento uniforme para todos los pacientes y 
recalcando la importancia de la medicina personalizada vaticinada por Hipócrates de Cos. 
 
Las funciones específicas a nivel intrahepático de varios de los miRNAs integrantes de la 
firma ha sido estudiada previamente. Así, miR181b-5p se ha implicado en el proceso de 
fibrogénesis mediante su aumento de expresión en las células estrelladas hepáticas 
promoviendo su activación y proliferación (206), y miR-429 se ha implicado en la transición 
epitelio-mesénquima (207). miR-122-5p se expresa de forma selectiva en el hepatocito 
constituyendo el miRNA más abundante a ese nivel. La disminución de su expresión tanto 
en el hepatocito como en las células estrelladas hepáticas se ha relacionado con el 
desarrollo de fibrosis e inflamación, así como el desarrollo de carcinoma hepatocelular (41). 
Sin embargo, dilucidar el papel de los miRNAs contenidos en vesículas extracelulares 
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secretadas por el hepatocito, tanto determinar cuál es la célula diana como su función en 
ella, es mucho más complejo. Además, los mecanismos fisiopatológicos subyacentes en los 
procesos clínicos abordados como son la ascitis refractaria y la respuesta hemodinámica a 
BBNS son multifactoriales. Es interesante destacar que los miRNAs que se han postulado en 
este estudio como posibles biomarcadores para caracterizar la cirrosis descompensada se 
han asociado previamente con trastornos de la función renal y disfunción 
cardiocirculatoria, mecanismos implicados en la progresión de la enfermedad hepática 
crónica avanzada. En este sentido, miR-181b-5p, que discriminó pacientes con ascitis 
refractaria de ascitis sensible a diuréticos, se ha relacionado a nivel hepático con la 
proliferación y la activación de células estrelladas hepáticas (89, 208) y con el remodelado 
cardiovascular (209-211). miR-181b-5p ha demostrado un papel fundamental en la 
remodelación de la matriz extracelular y la disfunción endotelial en ratones mediante la 
regulación de la señalización de TGF-β en las células lisas, modulando la rigidez vascular, y 
niveles séricos bajos de este miRNA se han asociado al desarrollo de hipertensión arterial 
(209). En humanos, se ha objetivado que miR-181b-5p es un regulador crítico relacionado 
con la progresión de la aterosclerosis y los aneurismas de aorta abdominal(210). miR-181b-
5p se ha propuesto como marcador de cirrosis independientemente de la etiología por su 
asociación con la gravedad de la fibrosis en la enfermedad hepática crónica (90), de 
progresión de la hepatopatía crónica por VHB (212) y de remodelado cardiaco y disfunción 
cardiaca en la cardiomiopatía diabética (211). Por otra parte, miR-181b-5p aislado en 
vesículas extracelulares en muestras de ascitis podría ser útil para discriminar entre ascitis 
relacionada con la hipertensión portal y ascitis maligna (213). 
 
Por otra parte, cada miRNA puede regular cientos de RNA mensajeros, y varios miRNAs 
pueden controlar el mismo RNA mensajero. La expresión de los propios miRNAs está 
regulada por otras especies de ncRNA. Por ello, teniendo en cuenta la complejidad de estas 
conexiones, es extremadamente difícil predecir de forma precisa las funciones biológicas 
de un solo miRNA (10, 11). Es más, es probable que el papel de los miRNAs en la modulación 
de procesos biológicos se desarrolle de forma cooperativa mediante redes de regulación 
génica más que mediante acciones individuales. Por ello, el análisis de redes se ha 
convertido en una herramienta útil para comprender mejor las interacciones moleculares 
de los miRNAs. El análisis bioinformático de predicción de dianas y del potencial significado 
funcional de los miRNAs reveló su implicación en la respuesta celular a la hipoxia mediante 
el control de genes críticos en el proceso de muerte celular programada como son BCL2 o 
XIAP. La hipoxia juega un papel fundamental en la historia natural de la cirrosis hepática, ya 
que estimula la angiogénesis, inhibe los factores de proliferación celular y promueve la 
fibrogénesis, contribuyendo a la progresión de la hipertensión portal y al desarrollo de la 
circulación hiperdinámica (151, 214). 
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El presente estudio presenta ciertas limitaciones e invita a las siguientes reflexiones: 
 
o En primer lugar, por su naturaleza exploratoria y su reducido tamaño muestral, es 

necesario que los resultados se validen en cohortes más grandes.  
 

o En segundo lugar, la firma de miRNAs identificada como representativa de los cambios 
en el secretoma de los hepatocitos de hígados cirróticos se identificó y secuenció a partir 
de vesículas extracelulares pequeños, mientras que en suero se analizaron miRNAs 
individuales directamente sin aislar previamente vesículas. Inicialmente se planteó la 
posibilidad de aislar primero vesículas extracelulares pequeñas en las muestras de suero 
y luego analizar su contenido en miRNAs. Sin embargo, dado que no se dispone de un 
método eficiente para la purificación de vesículas extracelulares pequeñas y para evitar 
perder información, se optó por un enfoque más reproducible y pragmático que no 
requiere equipos sofisticados y que permitiría un eventual traslado a la práctica clínica. 
Para ello se aisló todo el contenido de RNA de las muestras de suero, incluyendo el 
asociado a vesículas extracelulares pequeñas, y posteriormente analizamos los miRNAs 
individuales.  

 
o Tercero, los miRNAs aislados en circulación proceden de distintos tipos de células y se 

podría cuestionar que los miRNAs encontrados en el secretoma de los cultivos de 
hepatocitos primarios podrían diferir de los encontrados en circulación. No obstante, el 
objetivo del estudio no era dilucidar la fuente celular de los miRNAs circulantes sino 
explorar su capacidad como biomarcadores en un contexto patológico específico en 
una muestra de suero.  

 
o Cuarto, tanto los explantes de los que se obtuvieron los hepatocitos para los cultivos 

como las muestras de suero procedían de pacientes con cirrosis de etiología 
fundamentalmente enólica, por lo que podría plantearse su aplicabilidad en cirrosis de 
otras causas. Sin embargo, mientras que en fases iniciales de la hepatopatía crónica la 
etiología desempeña un papel fundamental en la fisiopatología de la enfermedad, en 
fases tan avanzadas de la cirrosis es poco probable que suponga un impacto relevante. 

 
o Finalmente, si bien los miRNAs tienen una estabilidad y unas propiedades que los 

convierten en biomarcadores óptimos, se deben superar varios obstáculos técnicos para 
que los miRNAs circulantes se trasladen a la práctica clínica. No existe consenso en 
cuanto a la obtención y preparación de muestras, el método de cuantificación y las 
técnicas de normalización de datos. La estandarización de protocolos es clave para 
una adecuada interpretación y generalización de resultados. 
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XI. CONCLUSIONES 

  



 92 

 
RESUMEN 
 

1) miR-181b-5p presenta niveles séricos significativamente superiores en pacientes con 
ascitis refractaria comparado con pacientes con ascitis sensible a diuréticos. 
Asimismo, los niveles séricos de miR-181b-5p se correlacionan con parámetros séricos 
de función renal (creatinina y cistatina). 
 

2) En pacientes con ascitis refractaria, los niveles séricos de miR-452-5p y miR-885-5p se 
correlacionan con las resistencias arteriales sistémicas y, por tanto, con el grado de 
vasodilatación arterial periférica que traduce la gravedad de la disfunción 
circulatoria. 
 

3) Los pacientes que desarrollan respuesta hemodinámica al tratamiento con BBNS 
presentan niveles séricos basales de miR-452-5p y miR-429 significativamente más 
bajos que los pacientes no respondedores.  
 

4) Los niveles séricos basales de miR-452-5p y miR-885-5p, que se correlacionan con la 
magnitud del deterioro hemodinámico en los pacientes con ascitis refractaria, se 
relacionan también con la reducción de la función sistólica cardiaca con BBNS en 
estos pacientes. 
 
 
CONCLUSIONES 
 

1) Una firma de miRNAs identificada por su expresión diferencial en vesículas 
extracelulares pequeñas del secretoma de hepatocitos de pacientes con cirrosis 
descompensada presenta niveles diferentes en suero de pacientes con cirrosis 
descompensada comparado con controles no cirróticos. 
 

2) Esta firma de miRNAs circulantes permite la caracterización molecular de pacientes 
con cirrosis y ascitis, pudiendo presentar un papel como biomarcador distintivo de la 
cirrosis descompensada avanzada.  
 

3) El análisis de la firma de miRNAs en suero identificó el beneficio y riesgo del 
tratamiento BBNS en pacientes con cirrosis y ascitis. Por tanto, al anticipar 
complicaciones, podrían ser biomarcadores de utilidad para un manejo clínico 
preciso e individualizado, identificando aquellos pacientes con enfermedad 
hepática más avanzada en los que los BBNS deberían evitarse.  
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Este estudio supone una prueba de concepto de la potencial utilidad de los miRNAs como 
biomarcadores séricos en cirrosis descompensada para identificar las fases más avanzadas 
de la enfermedad, representadas por la ascitis refractaria, así como la respuesta 
hemodinámica con tratamiento β-bloqueante no cardioselectivo y sus posibles efectos 
deletéreos en estos pacientes. Asimismo, ofrece un abordaje traslacional innovador para la 
selección de los miRNAs circulantes a estudio.  
 
Sin embargo, es necesario validar su papel predictor de eventos clínicos relevantes en 
cohortes más amplias de pacientes antes de plantear su implementación en la práctica 
clínica. Para ello, es crucial avanzar en la estandarización de la metodología de análisis 
sérico de miRNAs. De confirmarse, su traslado a la clínica como biomarcadores no invasivos 
permitiría un manejo individualizado de los pacientes con cirrosis hepática y ascitis al 
identificar aquellos con fases avanzadas de la enfermedad y anticipar la aparición de 
complicaciones. De igual manera, la validación de estos hallazgos supondría un avance en 
la monitorización no invasiva de la respuesta hemodinámica al tratamiento β-bloqueante 
no cardioselectivo. 
 
Asimismo, la mayoría de los miRNAs que en este estudio se correlacionaron con eventos 
clínicos se han relacionado previamente con la progresión de la enfermedad hepática 
crónica a nivel intrahepático y la disfunción cardiocirculatoria. Por ello, estos miRNAs 
podrían contribuir a la progresión de la cirrosis descompensada. Sin embargo, se requieren 
estudios funcionales in vitro e in vivo para evaluar el papel en la patofisiología y progresión 
de la cirrosis de los miRNAs identificados como biomarcadores. 
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Ascitis: acumulación de líquido en la cavidad peritoneal. 
 
Ascitis refractaria: ascitis que no se puede movilizar o que reaparece precozmente tras 
evacuarla (menos de cuatro semanas) a pesar de tratamiento médico adecuado (dieta 
pobre en sal y diuréticos). Se diferencian dos formas: 1) ascitis resistente a tratamiento con 
diuréticos, aquella que no responde a dosis máximas de diuréticos y restricción de sodio, y 
2) ascitis intratable por aparición de efectos adversos (encefalopatía hepática, deterioro 
de la función renal o alteraciones iónicas) que limitan el empleo de una dosis eficaz de 
diuréticos. 
 
Ascitis sensible a diuréticos: ascitis moderada o grave que se consigue movilizar sin 
complicaciones con tratamiento diurético y dieta pobre en sal. Se excluye la ascitis leve 
(solo identificable mediante pruebas de imagen). 
 
 
β-bloqueantes no cardioselectivos (BBNS): fármacos que permiten el descenso de la presión 
arterial y portal a través del bloqueo de los receptores β-adrenérgicos. Son el propranolol, 
nadolol, timolol, sotalol, carvedilol y labetalol. 
 
 
Cardiomiopatía cirrótica: disfunción cardiaca crónica que se desarrolla en el seno de la 
cirrosis establecida de cualquier etiología en ausencia de otras causas de cardiopatía. 
Implica una respuesta contráctil ventricular reducida o insuficiente ante determinados 
estímulos. 
 
Child-Pugh: escala de estadificación para evaluar el pronóstico de la cirrosis hepática 
basada en cinco criterios clínicos (bilirrubina sérica, albúmina sérica, INR, ascitis y 
encefalopatía hepática). Cada criterio se mide del 1-3, siendo el número 3 el que indica el 
daño más grave.  
 
Circulación hiperdinámica: situación clínica caracterizada por un aumento de la 
frecuencia cardiaca, disminución de la resistencia arterial sistémica y aumento del gasto 
cardiaco con el fin de mantener una adecuada perfusión tisular.  
 
Cirrosis hepática: etapa final común a toda enfermedad hepática crónica caracterizada 
por la existencia de fibrosis y nódulos regenerativos, que provoca cambios en la estructura 
y función del hígado.  
 
 
Diferencia pico de presión de eyección intraventricular (EIVPD, del inglés ejection 
intraventricular pressure difference): parámetro ecocardiográfico basado en la dinámica 
de fluidos. Se calcula como la diferencia máxima entre la presión en el ápex ventricular y el 
tracto de salida del ventrículo izquierdo. 
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Derivación portal percutánea intrahepática (DPPI): creación de una comunicación entre la 
vena porta y una de las venas suprahepáticas mediante la implantación de una prótesis 
metálica. Permite el descenso de la presión portal y es un tratamiento de la hemorragia 
varicosa o la ascitis refractaria. 
 
 
Encefalopatía hepática: disfunción cerebral potencialmente reversible ocasionada por la 
incapacidad del hígado para eliminar toxinas del torrente sanguíneo que acontece en 
contexto de hipertensión portal.  
 
Epigénetica: estudio de modificaciones en la expresión de genes que no obedecen a una 
alteración de la secuencia del DNA. 
 
Exosoma: tipo de vesícula extracelular pequeña. 
 
 
Gasto cardiaco: cantidad de sangre impulsada por los ventrículos por cada minuto. 
 
Gradiente de presión venosa hepática (GPVH): diferencia entre la presión libre y de 
enclavamiento medida en una de las venas suprahepáticas. Es la mejor estimación del 
grado de hipertensión portal en pacientes con cirrosis de origen intrahepático. 
 
 
Hipertensión portal: elevación de la presión en el sistema venoso portal. Acontece cuando 
el GPVH es igual o mayor a 6 mmHg. 
 
Hipertensión portal clínicamente significativa: GPVH igual o mayor a 10 mmHg.  
 
 
MELD (del inglés, model for end-stage liver disease): escala de función hepática basada un 
sistema de puntuación para medir la gravedad de la cirrosis hepática a través de tres 
valores analíticos: creatinina sérica, INR y bilirrubina plasmática. Es utilizado para establecer 
la prioridad en la lista de espera de trasplante hepático. 
 
MELD-sodio: escala de función hepática que incorpora el sodio plasmático al modelo MELD.  
 
Microarray: técnica para estudiar la expresión de muchos genes a la vez. Consiste en 
colocar miles de secuencias génicas en lugares determinados sobre un portaobjetos de 
vidrio llamado chip y añadir una muestra que contenga DNA o RNA en contacto con el 
chip. El apareamiento de las bases complementarias entre la muestra y las secuencias de 
genes en el chip produce una cantidad de luz que se puede medir. Las áreas del chip que 
producen luz identifican los genes que se expresan en esa muestra. 
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microRNAs (miRNAs): moléculas monocatenarias de pequeño tamaño (18-25 nucleótidos) 
implicadas en la regulación de la expresión génica a nivel postranscripcional (promoviendo 
la degradación del RNA mensajero o bloqueando su traducción). 
 
Microvesícula: tipo de vesícula extracelular pequeña. 
 
 
Peritonitis bacteriana espontanea (PBE): infección del líquido ascítico. Se define por un 
recuento de neutrófilos >250/mm3 en el líquido ascítico. 
 
Profilaxis primaria: prevención de la aparición del primer episodio de hemorragia variceal. 
 
Profilaxis secundaria: prevención de un segundo episodio de hemorragia variceal y 
sucesivos. 
 
 
Resistencias vasculares sistémicas: hace referencia a la dificultad que opone el sistema 
vascular (excluyendo la circulación pulmonar) al flujo de sangre. Está determinada por los 
factores que actúan a nivel de los distintos lechos vasculares. Los mecanismos que inducen 
vasoconstricción llevan a un aumento, mientras que los que inducen vasodilatación llevan 
a un descenso. El factor determinante primario es el diámetro del vaso determinado por 
musculatura lisa que poseen en su pared.  
 
Respuesta hemodinámica: caída del GPVH de al menos el 10% del valor inicial con 
tratamiento BBNS. 
 
RNA no codificante (ncRNA): RNA que no se traduce a proteína pero que es funcional y está 
implicado en la regulación de múltiples procesos biológicos, representando uno de los 
principales mecanismos epigenéticos.  
 
 
Secretoma: conjunto de moléculas secretadas por una determinada célula, tejido u órgano 
al espacio extracelular. 
 
Secuenciación masiva: conjunto de métodos y protocolos que permiten realizar de forma 
simultánea o en paralelo muchas operaciones de secuenciación (determinación del orden 
de nucleótidos o secuencia de DNA), permitiendo analizar miles o millones de genes en un 
tiempo reducido. 
 
Vesículas extracelulares pequeñas: estructuras de doble membrana de tamaño <100-200 
nm que contienen diversos tipos de moléculas 

  



 113 

 
 
 

XV. ANEXOS 
  



 114 

ANEXO 1. Comunicaciones a congresos nacionales e internacionales directamente 
relacionadas con esta tesis doctoral. 
 
 
Tipo de presentación: comunicación oral (internacional). 

Título: A circulating microRNA signature identifies response to beta-blockers and severe 
circulatory dysfunction in patients with decompensated cirrhosis.  

Autores: Ana García García de Paredes, Luis Téllez, Nicolo Manicardi, Luis Ibáñez, Félix Royo, 
Javier Bermejo, Carolina Blanco, Constantino Fondevilla, Laura García-Bermejo, Juan 
Manuel Falcón, Rafael Bañares, Jordi Gracia-Sancho, Agustín Albillos.  

Congreso: Liver Meeting 2019. 

Organización: AASLD (American Association for the Study of Liver Diseases). 

Fecha: 8-12 noviembre 2019. 

Ciudad: Boston, EEUU. 

Revista de publicación: Hepatology 2019; 70(S1):67A-68A. 

Digital Object Identifier (DOI): doi.org/10.1002/hep.30940 

 
 
Tipo de presentación: comunicación oral (nacional). 

Título: Una firma de microRNAs circulantes identifica respuesta a beta-bloqueantes y 
disfunción circulatoria grave en pacientes con cirrosis descompensada. 

Autores: Ana García García de Paredes, Luis Téllez, Nicolo Manicardi, Luis Ibáñez, Félix Royo, 
Javier Bermejo, Carolina Blanco, Constantino Fondevilla, Laura García-Bermejo, Juan 
Manuel Falcón, Rafael Bañares, Jordi Gracia-Sancho, Agustín Albillos.  

Congreso: 45º Congreso. 

Organización: AEEH (Asociación Española para el Estudio del Hígado). 

Fecha: 12-14 febrero 2020. 

Ciudad: Madrid, España. 

 
 
Tipo de presentación: comunicación oral (nacional). 

Título: Evaluación de una firma de microRNAs como biomarcador sérico para identificar 
respuesta hemodinámica y disfunción cardiaca con beta-bloqueantes en pacientes con 
cirrosis descompensada. 

Autores: Ana García García de Paredes, Luis Téllez, Nicolo Manicardi, Luis Ibáñez, Félix Royo, 
Javier Bermejo, Carolina Blanco, Constantino Fondevilla, Laura García-Bermejo, Juan 
Manuel Falcón, Rafael Bañares, Jordi Gracia-Sancho, Agustín Albillos.  
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Congreso: I Congreso Virtual Digestivo. 

Organización: SEPD (Sociedad Española de Patología Digestiva).  

Fecha: 18-20 junio 2020. 

Ciudad: Virtual. 

Tipo de presentación: póster (nacional). 

Título: Una firma de microRNAs circulantes identifica respuesta a beta-bloqueantes y 
disfunción circulatoria grave en pacientes con cirrosis descompensada. 

Autores: Ana García García de Paredes, Luis Téllez, Nicolo Manicardi, Luis Ibáñez, Félix Royo, 
Javier Bermejo, Carolina Blanco, Constantino Fondevilla, Laura García-Bermejo, Juan 
Manuel Falcón, Rafael Bañares, Jordi Gracia-Sancho, Agustín Albillos.  

Congreso: XIV Jornadas. 

Organización: CIBER Enfermedades Hepáticas y Digestivas. 

Fecha: 9-11 noviembre 2020. 

Ciudad: Virtual. 
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ANEXO 2. Publicación relacionada con esta tesis doctoral. 
 
 
Título: Molecular Profiling of Decompensated Cirrhosis by a Novel MicroRNA Signature.  
 
Autores: Ana García García de Paredes, Nicolo Manicardi, Luis Téllez, Luis Ibáñez, Félix Royo, 
Javier Bermejo, Carolina Blanco, Constantino Fondevila, Val Fernández Lanza, Laura García-
Bermejo, Juan Manuel Falcon-Perez, Rafael Bañares, Jordi Gracia-Sancho, Agustín Albillos. 
 
Revista: Hepatology Communications. 
 
Digital Object Identifier (DOI): doi: 10.1002/hep4.1642. 
 
Fecha de publicación online: 2.12.2020 
 
Referencia: Garcia Garcia de Paredes A, Manicardi N, Tellez L, Royo F, Bermejo J, Blanco 
C, et al. Molecular Profiling of Decompensated Cirrhosis by a Novel MicroRNA Signature. 
Hepatol Commun 2020;5:309-322. 
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Molecular Profiling of Decompensated 
Cirrhosis by a Novel MicroRNA Signature
Ana Garcia Garcia de Paredes ,1* Nicolo Manicardi ,2* Luis Tellez ,1,3* Luis Ibañez ,3,4 Felix Royo,3,5 Javier Bermejo,6 
Carolina Blanco ,7 Constantino Fondevila,3,8 Val Fernandez Lanza,9 Laura Garcia-Bermejo ,7 Juan Manuel Falcon-Perez,3,5,10 
Rafael Bañares ,3,4 Jordi Gracia-Sancho ,2,3** and Agustin Albillos 1,3**

Noninvasive staging of decompensated cirrhosis is an unmet clinical need. The aims of this study were to characterize 
and validate a novel microRNA (miRNA) signature to stage decompensated cirrhosis and predict the portal pressure 
and systolic cardiac response to nonselective beta-blockers (NSBBs). Serum samples from patients with decompensated 
cirrhosis (n  =  36) and healthy controls (n  =  36) were tested for a novel signature of five miRNAs (miR-452-5p, miR-
429, miR-885-5p, miR-181b-5p, and miR-122-5p) identified in the secretome of primary human hepatocytes and for 
three miRNAs (miR-192-5p, miR-34a-5p, and miR-29a-5p) previously discovered as biomarkers of chronic liver disease. 
All patients had ascites, which was refractory in 18 (50%), and were placed on NSBBs for variceal bleeding prophylaxis. 
In all patients, serum miRNAs, hepatic venous pressure gradient, and an echocardiogram study were performed before 
and 1  month after NSBBs. Patients with cirrhosis had lower serum levels of miR-429, miR-885-5p, miR-181b-5p, 
miR-122-5p, miR-192-5p, and miR-29a-5p (P  <  0.05). Baseline serum miR-452-5p and miR-429 levels were lower in 
NSBB responders (P  =  0.006). miR-181b-5p levels were greater in refractory ascites than in diuretic-sensitive ascites 
(P  =  0.008) and correlated with serum creatinine. miR-452-5p and miR-885-5p were inversely correlated with baseline 
systemic vascular resistance (ρ  =  −0.46, P  =  0.007; and ρ  =  −0.41, P  =  0.01, respectively) and with diminished systolic 
contractility (ρ  =  −0.55, P  =  0.02; and ρ  =  −0.55, P  =  0.02, respectively) in patients with refractory ascites after NSBBs. 
Conclusion: Analysis of a miRNA signature in serum discriminates between patients with decompensated cirrhosis who 
show more severe systemic circulatory dysfunction and compromised systolic function after beta-blockade and those 
more likely to benefit from NSBBs. (Hepatology Communications 2021;5:309-322).

MicroRNAs (miRNAs) are small noncod-
ing RNA molecules (18-25 nucleotides) 
involved in the posttranscriptional regu-

lation of protein-coding genes controlling many cel-
lular processes.(1) In serum, miRNAs may be bound 

to circulating proteins or, more frequently, contained 
within extracellular vesicles (EVs).(2) EVs are nano-
metric double-membrane structures that envelop miR-
NAs and shuttle this biological information from one 
cell type to another. Because their cargo dynamically 

Abbreviations: AUC, area under the curve; BCL2, B-cell lymphoma 2; CI, conf idence interval; Ct, cycle threshold; EIVPD, ejection intraventricular 
pressure difference; EV, extracellular vesicle; HVPG, hepatic venous pressure gradient; MELD, Model for End-Stage Liver Disease; miRNA/miR, 
microRNA; NSBB, nonselective beta-blocker; PCR, polymerase chain reaction; qRT-PCR, quantitative reverse-transcription polymerase chain 
reaction; vol, volume; XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis protein.
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changes depending on different physiopathological 
stimuli, it has been hypothesized that EVs themselves 
and/or EV-housed miRNAs may serve as noninvasive 
biomarkers to assess disease course, progression, and 
therapeutic response.(3)

Cirrhosis is a progressive disease that develops over 
two consecutive stages, compensated and decom-
pensated, each with different clinical characteristics 
and prognoses.(4) Within the decompensated stage, 
further decompensation leads to refractory ascites, a 
stage of cirrhosis characterized by severe peripheral 
vasodilation, reduced cardiac reserve, and a dismal 
prognosis.(5-7) For patients with cirrhosis, nonselective 
beta-blockers (NSBBs) are the cornerstone treatment 
to prevent first and recurrent variceal bleeding.(8) 
The response to NSBBs, as defined by a reduction 
in the hepatic venous pressure gradient (HVPG) ≥  
10%, has been associated with reduced variceal 
bleeding and ascites development and increased sur-
vival.(9-12) However, the beneficial effects of NSBBs 
may not extend to the whole population of patients 
with decompensated cirrhosis. In fact, NSBBs may 
be harmful in patients with refractory ascites as they 
may compromise their cardiac compensatory reserve 
with the consequences of insufficient cardiac output 
and renal failure.(7,13) Clinicians, therefore, need to be 
cautious about prescribing NSBBs to these patients 
with refractory ascites. There is a lack of noninva-
sive biomarkers to identify patients with decompen-
sated cirrhosis more prone to develop complications. 
Personalized molecular profiling could be useful to 

identify those subjects with severe circulatory dys-
function in which NSBBs may be risky.

This study was designed to examine the correla-
tion of a novel serum miRNA signature with several 
outcomes in decompensated cirrhosis. This signature 
was identified according to its differential expression 
in EVs in the secretome of hepatocytes from livers 
of patients with cirrhosis. Our working hypothesis 
was that the proposed miRNA signature would likely 
reflect disease stage and therefore serve as a valuable 
biomarker in patients with decompensated cirrhosis. 
This signature was assessed in terms of its capacity to 
1) discriminate between patients with diuretic-sensi-
tive and refractory ascites; 2) anticipate the develop-
ment of cardiac dysfunction in response to NSBBs; 
and 3) predict the HVPG response to NSBBs.

Materials and Methods
STUDY DESIGN

Our study consisted of three steps: 1) identification 
of a novel miRNA signature in the secretome of cul-
tures of human hepatocytes; 2) analysis of the miRNA 
signature in serum samples from a well-characterized 
cohort of patients with decompensated cirrhosis and 
from age- and sex-matched healthy controls; and 3) 
correlation of serum levels of these miRNAs with 
clinical outcomes in patients with decompensated cir-
rhosis (Fig. 1).
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This was a collaborative translational project involv-
ing human samples. The study protocol adhered to the 
principles of the Declaration of Helsinki. The study´s 
first stage in which the miRNA signature was identi-
fied was conducted at the August Pi i Sunyer Biomedical 
Research Institute-Hospital Clinic of Barcelona, and its 
protocol was approved by this center´s Ethics Committee 
(HCB/2018/0028). The protocol for subsequent stages 
received approval from the Ethics Committee for Clinical 
Research of the Hospital Universitario Ramon y Cajal 
(institutional review board number 362/19; approval date 
April 1, 2019). All included subjects provided written 

informed consent authorizing the storage and research 
use of their biological samples.

IDENTIFICATION OF A NOVEL 
miRNA SIGNATURE IN THE 
SECRETOME OF CULTURES OF 
HUMAN HEPATOCYTES

Hepatocytes were isolated from explants of livers 
from patients with decompensated cirrhosis (n  =  9, all 
of alcoholic etiology) and livers from patients under-
going partial liver resection for hepatic metastases of 

FIG. 1. Study design. The study was developed in three steps: A) Identification of a novel miRNA signature in the secretome of cultures 
of human hepatocytes from cirrhotic and noncirrhotic livers. The heatmap represents the 20 most deregulated miRNAs (the top 10 up-
regulated and the top 10 down-regulated) detected after sequencing small EVs from cirrhotic and noncirrhotic hepatocyte secretome. 
The five miRNAs integrating the novel signature are those that presented a greater fold change and statistically significant difference. B) 
miRNA signature analysis in serum samples of patients with decompensated cirrhosis and age- and sex-matched healthy controls. The 
novel signature of five miRNAs identified in the previous step was measured in serum samples of patients with cirrhosis. C) Correlation of 
miRNAs in serum and clinical outcomes in patients with decompensated cirrhosis. miRNAs were measured in patients’ serum at baseline 
and 1 month after treatment with NSBBs. miRNAs levels were correlated with disease stage (diuretic-sensitive vs. refractory ascites), the 
cardiac systolic function measured by echocardiography, and the portal pressure response to NSBBs.
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colorectal cancer (n = 9) who had not received chemo-
therapy. The viability of samples from liver metastases 
was assessed by the Pathology Department to ensure 
that the isolated hepatocytes were not affected by their 
proximity to tumor tissue. For the isolation and culture 
of hepatocytes, we used validated protocols.(14) Cells 
were seeded on collagen-coated 150-cm2 Petri dishes at 
a density of 2 ×  107 cells per dish and cultured (37°C, 
5% CO2) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium F-12 
Ham supplemented with penicillin-streptomycin solu-
tion (1% volume [vol]/vol), L-glutamine (1% vol/vol), 
and exosome-depleted fetal bovine serum (2% vol/vol). 
After 24 hours of culture, the supernatant was collected, 
centrifuged at 2,000g for 10 minutes at room tempera-
ture, and filtered with 0.22-µm filters to remove apoptotic 
bodies. Subfractions enriched in small EVs generated by 
the hepatocytes, mainly exosomes, were obtained by sub-
sequent ultracentrifugations.(15,16) Small EV subfractions 
were routinely tested for purity and quality by nanopar-
ticle tracking analysis (NanoSight). The Bradford assay 
was used to determine protein concentration, and the 
EVs were stored at − 80°C for further analysis. EV sam-
ples were pooled in groups of three for proper RNA iso-
lation and analysis. Total RNA was isolated (miRVANA 
Paris Kit; Ambion/Thermo Fisher Scientific) from 50 µg 
of EV preparation and 2 µL of 1 nM. Each sample was 
spiked with Caenorhabditis elegans miR-39-5p. The quan-
tity and profiles of the obtained RNAs were examined 
using Agilent RNA 6000 Pico Chips (#5067-1513; 
Agilent Technologies). Sequencing libraries were pre-
pared using NEXTflex Small RNA-Seq Kit v3 (#5132-
05; Bioo Scientific Corporation) following the protocol 
for NEXTflex Small RNA-Seq Kit v3 V16.06. Briefly, 
RNA samples were incubated for 2 minutes at 70°C, then 
3′ 4N adenylated adapter and ligase enzyme were added; 
ligation was conducted overnight at 20°C. After removal 
of excess 3′-adapter, 5′-adapter and ligase enzyme were 
added and the mix incubated at 20°C for 1  hour. The 
ligation product was used for reverse transcription with 
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase in a 
thermocycler for 30 minutes at 42°C and 10 minutes at 
90°C. Next, complementary DNA (cDNA) was enriched 
by polymerase chain reaction (PCR) cycling as follows: 
2 minutes at 95°C; 22-25 cycles of 20 seconds at 95°C, 
30 seconds at 60°C, and 15 seconds at 72°C; final elon-
gation for 2 minutes at 72°C; and the reaction stopped 
at 4°C. PCR products were resolved on 6% Novex 
Tris/borate/ethylene diamine tetraacetic acid polyacryl-
amide gel electrophoresis gels (#EC6265BOX; Thermo 

Fisher Scientific), and the band between 150 base pairs 
(bp) and 300 bp was cut out from the gel. The prod-
ucts were extracted from the polyacrylamide gel using 
an adapted protocol in which cDNA from gel slices was 
diluted in double-distilled H2O. Next, the libraries were 
analyzed quantitatively and qualitatively in an Agilent 
2100 Bioanalyzer using the Agilent High Sensitivity 
DNA Kit (#5067-4626; Agilent Technologies) and 
Qubit double-stranded DNA HS DNA Kit (#Q32854; 
Thermo Fisher Scientific). The libraries were single-read 
sequenced for 51 nucleotides in a HiSeq2500 System 
(Illumina) at the CIC bioGUNE genome analysis plat-
form. After sequencing, the raw data were processed to 
identify miRNAs differentially expressed among the 
established groups by univariate analysis according to 
the criteria that the fold change was at least 1.5 and P < 
0.05 (all microRNAs identified after sequencing are indi-
cated in Supporting Fig. S1). The differential expression 
of selected miRNAs was validated by specific TaqMan 
individual quantitative reverse-transcription (qRT)-PCR 
assays. All five miRNAs comprising the newly identified 
signature (miR-452-5p, miR-429, miR-885-5p, miR-
181b-5p, and miR-122-5p) were registered at the miR-
Base database (www.mirba se.org). RNA sequencing data 
are deposited and stored in Gene Expression Omnibus 
under accession number GSE15 0867.

ANALYSIS OF THE miRNA 
SIGNATURE IN SERUM SAMPLES 
FROM PATIENTS WITH 
DECOMPENSATED CIRRHOSIS 
AND HEALTHY CONTROLS

The novel miRNA signature along with three miR-
NAs (miR-192-5p, miR-34a-5p, and miR-29a-5p) 
identified previously as biomarkers of chronic liver dis-
ease(17-19) were measured in serum samples from patients 
with decompensated cirrhosis and healthy individuals.

Serum samples from patients with decompen-
sated cirrhosis were from a registered collection 
(C.0005352, Collections Section of the Biobank 
Registry of Instituto de Salud Carlos III, Madrid, 
Spain) of a cohort of 36 patients with cirrhosis and 
ascites treated with an NSBB (propranolol) for pri-
mary prophylaxis of variceal bleeding. Serum sam-
ples were collected before and 4 weeks after starting 
treatment with NSBBs between April 2016 and 
December 2018, and miRNA assays were performed 
in April 2019. Serum samples were centrifuged at 
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2,000g for 15 minutes at 22°C, and the supernatants 
aliquoted and stored at − 80°C until miRNA analysis.

Healthy individuals were those matched for sex and 
age with no history of liver disease. Serum samples 
(n = 36) from the local blood transfusion center were 
provided by the Hospital Universitario Ramon y Cajal-
Instituto Ramon y Cajal de Investigacion Biosanitaria 
(IRYCIS) (Registry of Biobanks of the Instituto de 
Salud Carlos III No. B.0000678) within the National 
Network of Biobanks (PT17/0015/0010). All samples 
were obtained with the approval of the corresponding 
ethics and scientific committees and processed fol-
lowing standard procedures. Serum was obtained by 
centrifugation at 1,100g for 10 minutes at 4°C, then 
aliquoted and immediately stored at − 80°C.

For serum miRNA analysis, we first isolated total 
RNA from 200  μL of serum with the Plasma/Serum 
RNA Purification Mini Kit (#55000; Norgen Biotek, 
Thorold, Canada) according to the manufacturer´s pro-
tocol. Next, the expression of miRNAs was analyzed 
through amplification in individual qRT-PCR reactions 
using commercially available locked nucleic acid probes 
specific for each miRNA of interest (miRNA primer 
sets from Exiqon A/S, Vedbæk, Denmark). All reac-
tions were performed in triplicate with Light Cycler 480 
equipment (Roche) following the supplier´s guidelines. 
The relative expression of each miRNA was calculated 
using miR-103a-3p as the housekeeping gene to mini-
mize analytic variability and obtain a reliable and repro-
ducible result. This housekeeping gene showed the least 
variability among the tested normalizers recommended 
for serum by the supplier (Qiagen) (miR-103a-3p, miR-
191-5p, miR-30a, and miR-124-3p). miR-103a-3p was 
chosen for data normalization as it showed the lower SD 
between all samples tested. In fact, miR-103a-3p and 
miR-191-5p have been reported to be stable endoge-
nous reference genes in serum for data normalization.(20) 
miRNA levels are expressed according to the compar-
ative cycle threshold (Ct) method ∆Ct, where ∆Ct = 
average Cttested miRNA – average CtmiR-103a-3p (average Ct 
is the mean of the technical triplicate), which inversely 
correlates with the amount of miRNA in the serum.

CLINICAL CHARACTERIZATION 
AND STUDY OF PATIENTS WITH 
DECOMPENSATED CIRRHOSIS

A cohort of 36 patients with decompensated cir-
rhosis, 18 of whom had refractory ascites defined 

according to the International Club of Ascites,(21) 
was examined before and 4 weeks after start-
ing treatment with an NSBB (propranolol) as 
part of a prospective protocol (ClinicalTrials.gov 
NCT02163512).(7) Examinations included a com-
prehensive Doppler echocardiography study, hepatic 
and cardiopulmonary hemodynamic assessment, and 
blood tests. In brief, heart rate and mean arterial 
pressure were measured with an automatic sphyg-
momanometer; free and wedged hepatic venous 
pressures were obtained by placing a balloon cathe-
ter in the hepatic vein; cardiac output was measured 
by thermodilution using a Swan-Ganz catheter; and 
color Doppler M-mode images from the five-cham-
ber view were obtained by echocardiography. The 
HVPG was calculated as the difference between 
mean wedged and free hepatic pressures. Systemic 
vascular resistance was estimated according to the 
formula (mean arterial pressure – right atrial pres-
sure) × 80 / cardiac output. Hemodynamic response 
to NSBBs was defined as a decrease in HVPG by 
≥10% because this has been proposed as the best tar-
get to define a response in primary prophylaxis.(9,10) 
Cardiac systolic function was estimated by Doppler 
echocardiography using custom software through 
the ejection intraventricular pressure difference 
(EIVPD). This index accounts for the difference 
in pressure between the apex and the left ventricle 
outflow tract in the normal heart due to blood flow 
acceleration during early systole. The EIVPD is a 
robust loading-independent index closely related to 
the force of contractility of the left ventricle that 
has been proved highly reliable in decompensated 
cirrhosis.(7,22) Detailed information on the methods 
used for clinical measurements is provided as online 
Supporting Material.

BIOINFORMATICS STUDIES
The potential functional significance and inter-

actions of the miRNAs were assessed through bio-
informatics data mining. Functional enrichment 
analysis was performed on predicted target genes of the 
selected miRNAs using cluster Profiler software.(23) To 
assess interactions, we used the miRGate database and 
accepted those predictions with three or more compu-
tational validations or one experimental validation.(24) 
Bipartite networks were built using the selected miR-
NAs as source and regulated genes as targets.
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STATISTICAL ANALYSIS
The Shapiro-Wilk test and distribution plots were 

used to establish the normality of the data. Continuous 
variables provided as the median and interquartile 
range were compared through univariate analysis 
using a nonparametric test (Mann-Whitney U test). 
For paired continuous data, the Wilcoxon signed-
rank test was used. Categorical variables are provided 
as absolute and relative frequencies, and the Fisher´s 
exact test was used for intergroup comparisons. 
The expression of miRNAs was correlated with the 
response to NSBBs by calculating the Spearman cor-
relation coefficient. The area under the curve (AUC) 
was used to assess the diagnostic performance of the 
selected miRNAs. Optimal cutoffs of sensitivity and 
specificity were calculated for each miRNA based on 
the receiver operating characteristic curves. Statistical 
analysis was performed using Stata/IC 14.0. All tests 
were two-tailed. Significance was set at P < 0.05.

Results
IDENTIFYING AN miRNA 
SIGNATURE IN THE SECRETOME 
OF PRIMARY HUMAN 
HEPATOCYTES

We first analyzed the secretome of primary human 
hepatocytes isolated from tissue remnants of liver 
explants and partial hepatic resections from patients 
with cirrhosis and liver metastases, respectively. This 
involved examining the noncodifying RNA contents 
of small EVs present in the secretome. We identi-
fied a signature of five miRNAs (miR-452-5p, miR-
429, miR-885-5p, miR-181b-5p, and miR-122-5p) 
that were differentially expressed in the secretome of 
hepatocytes from livers with and without cirrhosis.

miRNA SIGNATURE VALIDATION 
IN SERUM SAMPLES OF PATIENTS  
WITH CIRRHOSIS AND CONTROLS

Our next step was to validate the identified miRNA 
signature in the serum of patients with decompen-
sated cirrhosis. As a control, we also checked whether 
three miRNAs (miR-192-5p, miR-34a-5p, and miR-
29a-5p) previously identified as biomarkers of chronic 

liver disease were differentially expressed in total 
circulating RNA isolated from patients and healthy 
controls.

Serum samples from 36 patients with cirrhosis 
with ascites (50% refractory ascites) and 36 age- and 
sex-matched healthy controls were tested for the 
expression of the novel miRNA signature. miRNAs 
could not be determined in 3 patients with cirrhosis 
as samples were collected in heparinized tubes caus-
ing qRT-PCR inhibition. These 3 patients and their 
corresponding controls were thus excluded from the 
study. The baseline characteristics of the study pop-
ulation (33 patients with cirrhosis, 81.8% men, mean 
age 58 years [range, 54-61], 16 with diuretic-sensitive 
ascites, and 17 with refractory ascites) are detailed in 
Table 1.

TABLE 1. BASELINE CHARACTERISTICS OF THE 
STUDY POPULATION

Diuretic-
Sensitive 

Ascites n = 16
Refractory 

Ascites n = 17
P 

Value

Age, years 55 (52-59) 59 (54-65) 0.4
Male sex 13 (81.2%) 14 (82.3%) 0.64
Etiology of cirrhosis 0.15
Alcohol 13 (81.2%) 10 (58.8%)
Viral 3 (18.8%) 7 (41.2%)
Child-Pugh score 0.15
B 13 (81.2%) 10 (58.8%)
C 3 (18.8%) 7 (41.2%)
MELD score 12 (10-16) 16 (13-17) 0.12
Baseline laboratory parameters
Bilirubin (mg/dL) 1.9 (1-3.5) 2.2 (1.3-3.6) 0.63
Albumin (g/dL) 3 (2.5-3.3) 2.9 (2.6-3.3) 0.97
INR 1.3 (1.3-1.5) 1.5 (1.3-1.6) 0.17
Creatinine (mg/dL) 0.7 (0.7-0.8) 0.9 (0.7-1) 0.08
eGFR (mL/minute/1.73 m2) 103 (84-120) 79 (58-87) 0.01
Cystatin C (mg/dL) 1.2 (1.1-1.2) 1.6 (1.2-2) 0.03
Sodium (mEq/L) 135 (133-137) 132 (131-134) 0.01
Baseline hemodynamic 

parameters
Mean arterial pressure  

(mm Hg)
91 (85-97) 80 (74-92) 0.006

Systemic vascular resistance 
(dynes.seg/cm−5/m2)

1,006 
(828-1,170)

937 
(784-1,179)

0.69

HVPG (mm Hg) 21 (19-25) 23 (19-25) 0.81
EIVPD (mm Hg) 4.1 (3.2-5.4) 4.6 (2.9-5.8) 0.65

Quantitative variables are provided as median and interquartile 
range. Qualitative variables are provided as absolute values and 
percentages.
Abbreviations: eGFR, estimated glomerular filtration rate; INR, 
international normalized ratio; sec, seconds.
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Our validation study in serum samples of the 
miRNA signature confirmed different expression 
levels in patients versus controls of four of the five 
miRNAs comprising the signature and two of the 
three miRNAs assessed as controls. Compared to 
controls, patients with cirrhosis showed significantly 
(P  <  0.005) lower levels of miR-429, miR-885-5p, 
miR-181b-5p, miR-122-5p, miR-192-5p, and miR-
29a-5p (P  <  0.05) and similar levels of miR-452-5p 
and miR-34a-5p (Fig. 2). Of these differentially 
expressed markers, miR-29a-5p showed the highest 
AUC for the identification of cirrhosis (AUC, 0.88; 
95% confidence interval [CI], 0.8-0.95; sensitiv-
ity, 78.8%; specificity, 78.8% for cut-off point 1.53), 
as depicted in Supporting Fig. S2. Of note, miRNA 
serum levels did not correlate with the classic scores 
of liver function (Model for End-Stage Liver Disease 

[MELD], MELD-Na, and Child-Pugh), as detailed 
in Supporting Table S1.

SERUM miRNA SIGNATURE 
EXPRESSION AND CLINICAL 
OUTCOMES IN PATIENTS WITH 
DECOMPENSATED CIRRHOSIS
Serum miRNA Expression in Refractory 
Ascites

Baseline levels of miR-181b-5p were significantly 
higher in patients with refractory ascites than diuretic- 
sensitive ascites (P  =  0.008). miR-181b-5p levels 
showed an AUC of 0.77 (95% CI, 0.59-0.93; sensi-
tivity, 75%; specificity, 70.6% for cut-off point 6.57) 
to identify patients with refractory ascites, as depicted 

FIG. 2. miRNA serum expression in patients with cirrhosis and healthy controls. The vertical lines indicate the range, the middle 
horizontal line is the median, and the horizontal boundaries of the boxes represent the first and third quartile. miRNAs from the novel 
signature appear highlighted in the table.
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in Fig. 3A,B. The other miRNAs examined did not 
differ significantly in their levels between refrac-
tory and diuretic-sensitive ascites (Supporting Fig. 
S3). Levels of miR-181b-5p expression showed an 
inverse correlation with indicators of renal function 
(serum creatinine, ρ = −0.5, P = 0.002; and cystatin C, 
ρ = −0.44, P = 0.01). This correlation was restricted to 
patients with refractory ascites (creatinine, ρ  =  −0.6, 
P = 0.01 in refractory ascites vs. ρ = −0.26, P = 0.32 
in diuretic-sensitive ascites; cystatin C, ρ  =  −0.54, 
P = 0.02 in refractory ascites vs. ρ = −0.02, P = 0.92 
in diuretic-sensitive ascites), as detailed in Fig. 3C.

In the whole group of patients with ascites, serum 
levels of miR-452-5p and miR-885-5p correlated with 
severity of systemic vasodilation. Lower systemic vas-
cular resistance had lower serum levels of miR-452-5p 
and miR-885-5p (ρ = −0.46, P = 0.007; and ρ = −0.42, 
P = 0.01, respectively), as represented in Fig. 4.

Serum miRNA Expression and 
Response to Beta-Blockade

Mean HVPG at baseline was 22 mm Hg,(19-25) 
with no significant differences between refractory and 

FIG. 3. Diuretic-sensitive versus refractory ascites. (A) miR-181b-5p serum expression in patients with diuretic-sensitive and refractory 
ascites. The vertical lines indicate the range, the middle horizontal line is the median, and the horizontal boundaries of the boxes represent 
the first and third quartile. (B) Receiver operator characteristic curve of miR-181b-5p to identify patients with refractory ascites. Each 
point on the ROC curve represents a different cutoff value for a sensitivity/specificity pair. (C) Correlation between miR-181b-5p and renal 
function parameters. Points represent individual patients. Abbreviation: AUROC, area under the receiver operator characteristic curve.
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diuretic-sensitive ascites (P  =  0.81). Baseline serum 
miRNAs levels showed no correlation with base-
line HVPG (Supporting Table S1). miRNA levels 
did not significantly change after NSBBs, as repre-
sented in Supporting Fig. S4. Seventeen patients 
(51.5%) showed a hemodynamic response to NSBBs 
defined as a drop in HVPG ≥ 10%. Baseline serum 
miR-452-5p and miR-429 levels were significantly 
lower (P  <  0.05) in responders than nonresponders 
to NSBBs (Fig. 5A). Levels of miR-181b-5p and 
miR-29a-5p showed a similar tendency, albeit non-
significant (P = 0.05 and P = 0.06, respectively), while 
other miRNAs did not differ significantly between 
responders and nonresponders (Supporting Fig. S5). 
Their AUC to identify a response to NSBBs was 0.77 
(95% CI, 0.59-0.95; sensitivity, 82.4%; specificity, 
75% for a 9.26 cutoff ) for miR-452-5p and also 0.77 
for miR-429 (95% CI, 0.61-0.94; sensitivity, 76.5%;  
specificity, 81.2% for a 10.2 cutoff ), as represented in 
Fig. 5B.

Treatment with NSBBs resulted in significantly 
reduced systolic cardiac function as estimated by 
EIVPD in patients with refractory ascites before 

NSBBs (mean, 4.6; 2.9-5.8 mm Hg) versus after 
NSBBs (mean, 3.3; 3-4.1 mmHg; P  =  0.005) but 
not in those with diuretic-sensitive ascites (P  =  0.3). 
Baseline miR-452-5p and miR-885-5p inversely cor-
related with impaired systolic function produced after 
NSBBs in patients with refractory ascites (ρ = −0.55, 
P  =  0.02; and ρ  =  −0.55, P  =  0.02, respectively), as 
shown in Fig. 6.

FUNCTIONAL SIGNIFICANCE OF 
miRNAs

Our bioinformatics analysis was designed to assess 
the potential functional implications of the miRNAs 
examined here. As illustrated in Supporting Fig. S6, 
these miRNAs and their target genes play essential 
roles in several biological processes, mostly in cell 
response to hypoxia.

We found a functional relationship among the 
validated miRNAs based on shared target prediction, 
which is represented as a network in Supporting 
Fig. S7. In this relationship, miR-452-5p, miR-
429, miR-181b-5p, miR-122-5p, miR-192-5p, and 

FIG. 5. Hemodynamic response to NSBBs. (A) miR-452-5p and miR-429 serum expression in patients with and without hemodynamic 
response to NSBBs. The vertical lines indicate the range, and the horizontal lines are the median and first and third quartile. Points represent 
individual patients. (B) Receiver operator characteristic curves of miR-452-5p and miR-429 to predict hemodynamic response to NSBBs. 
Each point on the ROC curve represents a different cutoff value for a sensitivity/specificity pair. Abbreviation: AUROC, area under the 
receiver operator characteristic curve.
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miR-34a-5p control the expression of common tar-
gets that might cooperate to promote cell response; 
miR-429, miR-181b-5p, and miR-34a-5p control 
the expression of a common target, B-cell lym-
phoma 2 (BCL2); and miR-429, miR-181b-5p, and 
miR-192-5p seem to be related through the gene 
X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP). 
Additionally, BCL2 and XIAP are genes involved in 
the apoptotic process.

Discussion
To the best of our knowledge, this is the first 

study to focus on circulating miRNAs as potential 
biomarkers of disease stage in decompensated cir-
rhosis. Our findings reveal the differential expres-
sion of a novel miRNA signature in the serum of 
patients with refractory ascites. Our study also shows 
the capacity of this signature to distinguish patients 
with decompensated cirrhosis with severe peripheral 
vasodilation, who are more prone to develop signif-
icant cardiac impairment after NSBBs, as well as 
those more likely to respond to NSBBs in terms of 
HVPG reduction. In addition to the novel signa-
ture, we also examined the behavior of three miR-
NAs that have been previously related to chronic 
liver disease. We confirmed that two of these three 
miRNAs were able to differentiate patients with cir-
rhosis from healthy controls, but they did not serve 
to characterize decompensated cirrhosis or to pre-
dict the response to beta-blockade.

The translational design of our study allowed 
for the identification of a signature of circulating 
miRNAs. We hypothesized that serum miRNAs 
with potential diagnostic value as biomarkers in 

decompensated cirrhosis might include, among oth-
ers, miRNAs previously identified in the secretome 
of hepatocytes from the cirrhotic livers of patients 
with decompensated disease. For this purpose, we 
first identified miRNAs differentially expressed in 
the EVs of the supernatant of cultures of human 
hepatocytes from cirrhotic and noncirrhotic livers. 
We postulated that the miRNA signature charac-
terized in vitro could be a marker of clinical out-
comes in decompensated cirrhosis. It is conceivable 
that the miRNA content of EVs is specific of its 
cell source and reflects the physiological/pathologi-
cal state of the corresponding tissue.(25) In keeping 
with this approach and for the sake of methodolog-
ical simplicity, we opted for the analysis of miRNA 
in serum instead of isolated serum EVs. Our results 
confirmed our working hypothesis as the miRNA 
signature first identified in EVs and thereafter in 
serum was found to correlate with outcomes in 
patients with decompensated cirrhosis.

Six of the miRNAs examined (miR-429, miR-
885-5p, miR-181b-5p, miR-122-5p, miR-192-5p, 
and miR-29a-5p) were differentially expressed in our 
cohort of patients with decompensated cirrhosis com-
pared to controls. The best diagnostic accuracy for 
cirrhosis was shown by miR-29a-5p, which has been 
reported to be down-regulated in patients with cir-
rhosis.(19) The five other miRNAs appearing in sig-
nificantly lower levels in the serum of patients with 
cirrhosis were miR-429, which has not been studied 
in liver disease; and miR-122-5p, miR-885-5p, miR-
181b-5p, and miR-192-5p, for which higher serum 
levels have been detected in patients with chronic 
liver disease compared to controls. The presence of 
miRNAs has been explored in several liver diseases, 
such as viral hepatitis, nonalcoholic fatty liver disease 

FIG. 6. Correlation between miR-452-5p and miR-885-5p with the fall of systolic function after NSBB.
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(NAFLD), or hepatocellular carcinoma.(26-28) In these 
studies, however, patients with decompensated cir-
rhosis were barely represented. This could explain the 
discrepancies (up-regulation vs. down-regulation) in 
the levels of circulating miRNAs between our study 
and those of others. In agreement with our findings, 
reduced serum levels of miR-122, the most abundant 
miRNA in the liver, and of miR-885-5p have been 
reported in patients with decompensated compared 
to those with compensated cirrhosis.(29-31) Such lower 
serum levels of these miRNAs in patients with more 
advanced disease may be secondary to their reduced 
secretion due to a loss of functional hepatocytes rather 
than to their increased release from injured hepato-
cytes seen in earlier stages of liver diseases.

A noteworthy finding of our study was the ability 
of miR-181b-5p to identify patients with refractory 
ascites. Whereas the role of miRNAs as biomark-
ers in chronic liver disease has focused on diagno-
sis and NAFLD stratification,(32) ours is the first 
study to explore their predictive value specifically 
in decompensated cirrhosis. Refractory ascites is 
clinically defined by expert consensus as a stage of 
further decompensation of cirrhosis characterized 
by severe circulatory dysfunction and limited car-
diac reserve.(7,21) Classical scores of liver function 
do not reflect the severity of circulatory dysfunction 
or the labile nature of renal function these patients 
feature.(7) Indeed, while there were no differences 
in Child-Pugh and MELD between patients with 
diuretic-sensitive and refractory ascites in our 
cohort, remarkably, miR-181b-5p was up-regulated 
in the serum of patients with refractory ascites and 
showed an AUC of 0.77 to identify this patient 
subset. Moreover, serum levels of this miRNA were 
correlated with the degree of renal impairment. The 
marked differences in serum miRNA levels between 
refractory and diuretic-sensitive ascites support the 
notion of a distinctive pathophysiological back-
ground underlying the classical clinical differentia-
tion of the two substages of decompensated cirrhosis, 
which are accurately identified by the miRNA sig-
nature. Further, we have also observed that a greater 
serum expression of miR-452-5p and miR-885-5p 
shows a greater severity of peripheral vasodilation, 
i.e., the ability of these miRNA to identify those 
patients with the more severe circulatory dysfunc-
tion. Interestingly, because the severity of peripheral 
vasodilation and the reduction in systolic function 

induced by beta-blockade are closely related, expres-
sion levels of miR-452-5p and miR-885-5p were 
also linked to the declining systolic function after 
NSBBs.(7) Taken together, our results provide proof-
of-concept evidence of the value of miRNA profil-
ing to stratify decompensated cirrhosis.

Our study also explores whether miRNAs are able 
to predict the HVPG response to NSBBs. NSBBs 
prevent primary and recurrent variceal bleeding and 
improve survival in patients with compensated and 
decompensated cirrhosis.(9-12) The benefits of NSBBs 
for clinical outcomes are closely linked to the fall in 
HVPG produced in response to beta-blockade, which 
is largely variable among patients and can only be 
addressed by its measurement.(11) Thus, noninvasive 
biomarkers, i.e., differential expression of miRNAs, 
could represent an innovative theranostic approach to 
identify this HVPG response to NSBBs. We found 
that HVPG responders to NSBBs had lower baseline 
serum levels of miR-452-5p and miR-429, suggesting 
their potential clinical utility as prognostic of the portal 
pressure response to NSBBs. Similarly, other miRNAs, 
such as miR-19a, miR-101, and let-7e, which regulate 
β1-adrenergic receptors, and other beta-blocker phar-
macodynamics-related genes, have been associated 
with the antihypertensive response to beta-blockers.(33)

Elucidating the biological functions of individual 
miRNAs is complex as they may influence several mes-
senger RNAs and more than one miRNA can regulate 
one messenger RNA. The search of biomarkers is fur-
ther complicated by the fact that the underlying mech-
anisms of the clinical processes addressed in this study, 
i.e., refractory ascites, HVPG response to NSBBs, 
are multifactorial. Most of the miRNAs shown here 
to correlate with clinical outcomes in decompensated 
cirrhosis have also been associated with disorders of 
renal function and cardiocirculatory dysfunction, all 
of which are involved in chronic liver disease progres-
sion. In this context, miR-181b-5p, which served to 
identify the most severe stage of cirrhosis (refractory 
ascites), has been related to proliferation and activa-
tion of hepatic stellate cells(34,35) and cardiovascular 
remodeling.(36-38) Accordingly, miR-181b-5p has been 
proposed as a marker of fibrosis severity in chronic 
liver disease,(39) disease progression in chronic hepatitis 
B,(40) and cardiac dysfunction in diabetic cardiomyop-
athy.(38) However, it is likely that the role of miRNAs 
in modifying biological processes involves more their 
cooperation to regulate gene networks and repress one 
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or more target genes than individual actions. Our anal-
ysis of the functions possibly overrepresented in the set 
of genes regulated by our novel signature revealed their 
involvement largely in the response to hypoxia by the 
control of critical genes involved in the apoptotic pro-
cess, such as BCL2 or XIAP. Hypoxia plays a pivotal 
role in the natural history of cirrhosis as it stimulates 
angiogenesis, inhibits cell proliferation factors, and pro-
motes fibrogenesis, contributing to progressive portal 
hypertension and hyperdynamic circulation.(41)

We acknowledge certain limitations of our study. 
First, its exploratory nature and limited sample 
size means its results need to be validated in larger 
cohorts. Second, the miRNA signature identified as 
representative of changes in the secretome of the 
hepatocytes from cirrhotic livers was identified and 
sequenced from small EVs, whereas we analyzed 
individual miRNAs in total serum. We ruled out our 
initial plan to only isolate small EVs in the serum 
samples because there is no efficient method to 
obtain these vesicles from blood, especially in a large 
number of samples already collected and aliquoted 
in small volumes. To avoid losing information, we 
move toward a more reproducible and pragmatic 
approach that does not require sophisticated equip-
ment to facilitate clinical use. Thus, using a com-
mercial kit, we isolated the whole RNA content 
of the sample, including that associated with small 
EVs and exosomes, and then analyzed the individual 
miRNAs of the signature. It could also be argued 
that miRNAs are produced by multiple cell types 
and miRNAs in primary cell cultures may differ 
from those in circulation. However, our study does 
not attempt to identify the cell source of the miR-
NAs but rather their validity as biomarkers in a 
specific pathological context, namely, for the non-
invasive identification of patients in whom NSBBs 
could be futile or harmful. Finally, validation of the 
miRNA signature should include cirrhosis etiologies 
other than alcohol because the latter was the cause 
of cirrhosis in the livers from which primary human 
hepatocytes were obtained as well as the most fre-
quent etiology of cirrhosis in our patient series.

In conclusion, this study identifies a novel circu-
lating miRNA signature that allows for the molecu-
lar characterization of patients with decompensated 
cirrhosis. The up-regulation of miRNA 181b-5p was 
identified as a feature of refractory ascites. In addition, 
the down-regulation of miRNA 452-5p and 885-5p 

was found to reflect the magnitude of hemodynamic 
impairment that occurs in these patients as these 
miRNAs identify patients with severe circulatory dys-
function who are more likely to develop systolic car-
diac impairment in response to beta-blockade. Finally, 
down-regulation of miR-452-5p and miR-429 iden-
tified patients more likely to have a significant reduc-
tion in portal pressure when treated with NSBBs. The 
present proof-of-concept study indicates that miRNAs 
are distinctive biomarkers of advanced decompensated 
cirrhosis and of relevant clinical outcomes, including 
the patient response to treatment with NSBBs.
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