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RESUMEN

La osteoporosis es el desorden esquelético mas frecuente del metabolismo 6seo debido
a una alteracion entre la actividad de reabsorcion 6sea de los osteoclastos y de
formacion Osea de los osteoblastos que resulta de la interaccion de factores genéticos,
ambientales y epigenéticos. Los microRNAs son RNAs pequefios no codificantes de
cadena sencilla de alrededor de 22 nucleotidos de longitud que regulan la expresion
génica mediante la unibn a mMRNAs blanco, causando su desestabilizacion
postranscripcional. En este trabajo se identificaron microRNAs diferencialmente
expresados en monocitos circulantes de sangre periférica entre mujeres
postmenopausicas mexicanas con osteoporosis Yy sin  osteoporosis, mediante
secuenciacion de RNAs pequefios. Se identificaron seis microRNAs diferencialmente
expresados entre los grupos de estudio: cuatro sobre regulados (miR-708-5p, miR-34b-
5p, miR-3161 y miR-328-5p) y dos sub regulados (miR-4422 y miR-939-3p) en el grupo
de mujeres con osteoporosis. La expresion diferencial fue validada por RT-gPCR y solo
la sobre regulacibn del miR-708-5p fue estadisticamente significativa. Analisis
bioinforméticos y de enriquecimiento funcional de genes blanco para miR-708-5p
mostraron 15 vias de sefalizacion asociadas al metabolismo 6seo. Debido a que los
monocitos circulantes de sangre periférica son células precursoras de osteoclastos,
fueron identificados 10 genes blanco presentes en estas vias y descritos en la
osteoclastogénesis. Adicionalmente, cinco de ellos (AKT1, AKT2, PARP1, FKBP5 y
MP2K3) se encontraron sub regulados en un set de datos independiente proveniente de
microarreglos de expresion de monocitos circulantes de sangre periférica de 12 mujeres
postmenopausicas con osteoporosis. Esta es la primera vez que miR-708-5p ha sido

identificado en monocitos circulantes de sangre periférica y asociado a osteoporosis
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postmenopausica. Estos resultados sugieren que miR-708-5p podria estar regulando la
expresion de AKT1, AKT2, PARP1, FKBP5 y MP2K3 y participando de esta forma en el
desarrollo de la osteoporosis. Adicionalmente, se estableci6 un modelo de
diferenciacion in vitro de la osteoclastogénesis a partir de monocitos circulantes de
sangre periférica, se caraterizd a nivel bioquimico, celular y molecular. Este modelo
celular sera de gran importancia para futuros estudios, que junto con los resultados
obtenidos en este trabajo, nos proporcionaran una vision mas detallada de la regulacion
postranscripcional, la cual puede ser util para identificar microRNAs y sus genes con
potencial como blancos terapéuticos que puedan contribuir al tratamiento de la
osteoporosis, asi como para el posible uso de microRNAs como potenciales

marcadores que posibiliten la deteccion temprana de esta enfermedad.
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INTRODUCCION

Hueso

El hueso es un tejido altamente dinamico, el cual estd compuesto por minerales entre
un 50 y 70%, una matriz organica entre un 20 y 40%, agua entre un 5 a 10% y por
lipidos en menos de un 3%. La mayoria del componente mineral del hueso es la
hidroxiapatita [Cal0(PO4)6(OH)2], seguida por pequefias cantidades de carbono,
magnesio y fosfato. La fraccion mineral le otorga al hueso rigidez mecénica y soporte
de carga mientras que la matriz organica le da elasticidad y flexibilidad!. Los huesos se
pueden dividir en cuatro categorias generales; huesos largos, cortos, planos e
irregulares. Los huesos largos incluyen la clavicula, himero, radio, cubito, metacarpo,
fémur, tibia, peroné, metatarso y falanges. Los huesos cortos incluyen el carpo, tarso,
rotula y sesamoideo. Los huesos planos incluyen el craneo, la mandibula, la escapula,
el esterndn y las costillas. Los huesos irregulares incluyen las vértebras, el sacro, el
coxis y el hioides?. Dentro del hueso existen dos diferentes tipos; el cortical, el cual
cumple con una funcién mecano-protectora y el trabecular, el cual da fortaleza y tiene
una funcién principalmente metabdlica (Figura 1). El esqueleto adulto humano esta
compuesto por hueso cortical en un 80% Yy trabecular en un 20%, aunque esta
proporcion puede variar dependiendo de la zona. Por ejemplo, las vértebras tienen una
proporcién de hueso cortical y trabecular del 25:75, respectivamente. Sin embargo, esta
proporcion es del 50:50 en la cabeza del cuello femoral y del 95:5 en la diéfisis radial. El
hueso trabecular alberga la mayor zona de remodelado 6seo, por lo que es ahi donde

se concentran la mayoria de las patologias 6seas?®.
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Imagen tomada de: https://www.ilsb.tuwien.ac.at/~daxner/ictam-projekt/my-
femur-section-small.jpg.

Figura 1. Tipos de hueso. Hueso trabecular (A) y hueso cortical (B).

El esqueleto tiene diversas funciones, los huesos del esqueleto proveen un soporte
estructural para el resto del cuerpo, permiten el movimiento y la locomocion, protegen
estructuras y 6rganos vitales, regulan y mantienen la homeostasis mineral, sirven como
reservorio de factores de crecimiento y citocinas y ofrecen un entorno de
hematopoyesis dentro de los espacios medulares. El hueso experimenta crecimiento
radial y longitudinal, modelado y remodelado a lo largo de la vida. El crecimiento radial
en la etapa de desarrollo ocurre durante la nifiez y la adolescencia mientras que el
crecimiento longitudinal ocurre en las placas de crecimiento o placas epifisiarias, donde
el cartilago prolifera en la epifisis y metafisis de los huesos largos, antes de someterse

a la mineralizacion para formar hueso nuevo primario.
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El modelado 6seo es el proceso mediante el cual los huesos son moldeados por la
accion independiente de los osteoblastos y osteoclastos. Esto quiere decir que las
actividades de osteoblastos y osteoclastos no estan necesariamente acopladas
anatdmica o temporalmente como es en el caso del remodelado 6seo. Es importante
mencionar que el modelado 6seo es mucho menos frecuente que el remodelado en
personas adultas, aunque el modelado podria verse incrementado en algunas
patologias como el hipoparatiroidismo, osteodistrofia renal o tratamiento con

anabdlicos?*.

Remodelado 6seo.

El hueso es constantemente renovado durante la vida de cada individuo mediante un
proceso denominado remodelado 0seo, proceso fisioldgico necesario que permite la
remocién de hueso dafiado, garantiza la homeostasis de calcio y sustituye hueso
primario o infantil por hueso secundario, el cual es mecanicamente mas competente.
Este proceso se basa en la coordinacion de tres células dseas principales, los
osteoclastos, los osteoblastos y los osteocitos. Los osteoclastos son células
hematopoyéticas, gigantes y multinucleadas que reabsorben hueso y los osteoblastos,
células mesenquimales que forman hueso nuevo. Los osteocitos que son células que
se originan a partir de los osteoblastos también tienen un papel importante en el
remodelado 6seo ya que cumplen con una funcién mecano-sensora®. Este proceso

altamente complejo se puede dividir en cuatro etapas o fases (Figura 2).
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Fase de descanso/activacion: Las celulas de revestimiento 0seas, que son osteoblastos
quiescentes, pueden ser activadas por diferentes factores; una microfractura, una
alteracion mecanica percibida por los osteocitos o la secrecion de diversos factores en
el microambiente del hueso, como IGFI, TNF-a, PTH e IL-6. Esto lleva a las células de
revestimiento a aumentar la expresion de RANKL, el cual interactia con su receptor
RANK, expresado por precursores de osteoblastos. La interaccion RANKL/RANK inicia
la fusion de células precursoras de y su diferenciacion hacia osteoclastos, células

multinucleadas con capacidad de reabsorcion 6sea.

Fase de reabsorcion: Una vez que se han diferenciado, los osteoclastos se polarizan y
se adhieren a la superficie del hueso para comenzar a reabsorberla. Para llevar a cabo
esta fase, primero es necesario acidificar la matriz 6sea para disolver la fraccion
inorganica. Una vez acidificada, enzimas como la CTSK son secretadas y algunas
metaloproteasas como la MMP9, ambas son encargadas de degradar la fraccion
organica del hueso. Una vez que cumplen con su funcion, los osteoclastos se van a

apoptosis, esto con el fin de evitar una reabsorcion 6sea excesiva.

Fase reversa: Células macrofagas se encargan de remover los restos producidos

durante la degradacién de la matriz 6sea.

Fase de formacion: La reabsorcion de la matriz mineral 6sea lleva a la liberacion de
diversos factores de crecimiento como BMP, FGF y TGF-B, responsables del
reclutamiento de osteoblastos. Una vez reclutados, los osteoblastos comienzan a

producir una nueva matriz 0sea que inicialmente no se encuentra calcificada

10
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denominada osteoide, la cual posteriormente sera mineralizada para concluir el proceso

de remodelado®.
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Imagen tomada de Kapinas, K., & Delany, A. M. (2011). MicroRNA biogenesis and regulation of bone remodeling. Arthritis
research & therapy, 13(3), 220. doi:10.1186/ar3325.

Figura 2. Fases del remodelado 6seo. Fase de reabsorcion: Osteoclastos multinucleados activados
provenientes de precursores monociticos reabsorben un area especifica de la matriz mineral 6sea. Fase
reversa: Precursores de osteoblastos, los cuales pueden proliferar y diferenciarse a osteoblastos, migran
a la laguna de reabsorcién. Fase de formacién: Los osteoblastos depositan nueva matriz ésea no
mineralizada (osteoide) llenando la laguna de reabsorcién. Fase de descanso/activacién: Embebidos en
el osteoide, los osteoblastos maduran a osteocitos diferenciados. Los osteoblastos que yacen en la
superficie del hueso recién formado son quiescentes hasta su activacion.

11
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Osteoblastos y osteocitos.

Los osteoblastos se originan a partir de precursores mesenquimales que también dan
origen a condrocitos, mioblastos, y adipocitos, dependiendo de los factores de
transcripcion por los que los precursores sean regulados. Dos de estos factores,
RUNX2 y OSX han sido identificados como controladores del linaje osteoblastico, ya
qgue, en ausencia de ellos, no existe formacion de osteoblastos. De la misma forma, las
BMPs, miembros de una familia de factores de crecimiento, ofrecen sefales especificas
qgue son muy importantes para lograr la diferenciacion osteoblastica’®. De hecho, los
osteoblastos Unicamente tienen dos transcritos especificos, el que codifica para RUNX2
y el que codifica para osteocalcina, un inhibidor de la funcién de osteoclastos que solo
se expresa cuando las células se han diferenciado por completo®. RUNX2, OSF2 vy
AML3 son los encargados de dirigir la diferenciacion al linaje osteoblastico’. Durante el
desarrollo embrionario, RUNX2 se expresa justo antes de la diferenciacion de
osteoblastos y Unicamente en células mesenquimales comprometidas a diferenciarse
hacia condrocitos u osteoblastos. Después, la expresion de este factor de transcripcion
se limita Unicamente a osteoblastos y es requerida para la expresion de proteinas
especificas de osteoblastos como la osteocalcina. También, a través de la regulacion
de la osteocalcina, RUNX2 controla la formacion de hueso mediante la diferenciacion
de osteoblastos. Parte de la importancia de RUNX2 radica en que sitios de union para
este factor de transcripcion, estan presentes en las secuencias reguladoras de la
mayoria de genes que son requeridos para la sintesis de matriz extracelulart!. OSX es
otro factor importante en la diferenciacion de osteoblastos, el cual actia rio debajo de
RUNX2 induciendo la diferenciacion de osteoblastos. Durante el proceso de

diferenciacion, los osteoblastos expresan patrones caracteristicos de genes que los

12
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diferencian de otros tipos celulares. COL1Al se expresa desde el inicio de la
diferenciacion de osteoblastos y es el componente principal de la estructura de la matriz
Osea. Por otro lado, la osteopontina, una proteina no colagena, junto con ALP, tienen un
papel de estabilizadoras en la matriz. La osteocalcina es otra proteina no colagena que
es casi exclusiva del hueso y se encuentra sobre regulada en las etapas tardias de
diferenciacion de osteoblastos, coincidiendo con el inicio de la mineralizacion, por lo
que se cree que la osteocalcina tiene un papel importante en la regulacion de este
proceso'?. Los osteoblastos tienen un papel muy importante en la formacién vy
manutencion de la arquitectura esquelética, ya que no solo son responsables de la
deposicion de la matriz 6sea, sino que también de la regulacién de la actividad de los

osteoclastos.

Los osteoblastos son células que no han llegado a su estado de diferenciacién terminal
y a medida que se van diferenciando, van adquiriendo la habilidad de secretar matriz
0sea, algunos osteoblastos pueden quedar atrapados en su propia matriz, dando lugar
a osteocitos!® (Figura 3). Los osteocitos son las células mas abundantes en el hueso,
se comunican entre si y con el medio que las rodea a través de extensiones de su
membrana plasmatica. Debido a esto, se cree que los osteocitos actian como mecano-
sensores, dando instrucciones a los osteoclastos sobre donde y cuando reabsorber

hueso y a los osteoblastos sobre cuando y dénde formarlo!%13-16,

13
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Imagen tomada de Rodriguez-Carballo, E., Gamez, B., & Ventura, F. (2016). p38 MAPK Signaling in Osteoblast Differentiation.
Frontiers in cell and developmental biology, 4, 40. doi:10.3389/fcell.2016.00040].

Figura 3. Osteoblastogénesis. Mediante la fosforilacion de factores de transcripcién especificos de
osteoblastos (panel superior), precursores mesenquimales se diferencian dando origen a osteoblastos y
osteocitos (panel medio). La diferenciacion de osteoblastos esta caracterizada por la expresion de
proteinas especificas dependiendo de la etapa de proliferacion y diferenciacion, las cuales se muestran
en el panel inferior

Osteoclastos
Los osteoclastos son células gigantes multinucleadas de origen hematopoyético, las
cuales se forman mediante la fusion citoplasmatica de células provenientes de

precursores mieloides y que circulan en la sangre periférica (Figura 4).

14
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Estos precursores osteoclasticos son atraidos a la superficie del hueso y estan
destinados para la reabsorcién en respuesta a sefiales que se originan en estos sitios?’.
Existen dos factores hematopoyéticos que son indispensables para la supervivencia y
diferenciacion de monocitos hacia osteoclastos: M-CSF y RANKL. La unién de RANKL
y de M-CSF con sus respectivos receptores en la superficie de los precursores
osteoclasticos inducen la expresion de genes que definen el linaje osteoclastico, como
TRAP, CTSK, CT y CD29 que conducen al desarrollo de osteoclastos maduros. La
OPG es una proteina soluble que tiene la capacidad de unirse a RANKL impidiendo la
unién con su receptor, convirtiéndose en un regulador fisiolégico negativo de la
osteoclastogénesis. La tasa de expresion RANKL/OPG determina el grado de
diferenciacion de osteoclastos, asi como su funcidon. Los osteoclastos maduros
multinucleados son activados por sefiales que conducen a la iniciacion del remodelado
0seo. El cuerpo celular del osteoclasto es polarizado y en respuesta a la activacion de
RANK por su ligando, sufre cambios estructurales internos que lo preparan para ser
capaz de reabsorber hueso, como el reordenamiento del citoesqueleto de actina y la
formacion de uniones estrechas entre la superficie del hueso y la membrana basal, con
el fin de formar un compartimento sellado. Después, gracias a la exportacion de iones
de hidrégeno generada por el complejo ATP6i, el microambiente es acidificado y
mediante la secrecion de enzimas como TRAP y CTSK dentro de la fosa de reabsorcion
conocida como laguna de Howship, los osteoclastos son capaces de degradar la matriz

mineral 6seal318-20,

15
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Bone marrow Preostéoclast ) Fused Activated
precusor | polykaryo_r} osteoclast
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RANKL
Imagen tomada de Boyle, W.J., Simonet, W.S., & Lacey, D.L. (2003). Osteoclast differentiation and activatio... . vcw. <, 423, 337-

342.

Figura 4. Osteoclastogénesis. Precursores hematopoyéticos en presencia de M.CSF y RANKL dan
origen a precursores monociticos que al fusionarse se diferencian a osteoclastos activados con
capacidad de reabsorcion 6sea.

Un desequilibrio entre la actividad de reabsorcién 6sea mediada por los osteoclastos y
la de formacién 6sea mediada por los osteoblastos puede conducir al desarrollo de

diferentes enfermedades esqueléticas siendo la mas comun la osteoporosis??.

Osteoporosis
La osteoporosis se define como un desorden esquelético caracterizado por una baja
masa 6sea y deterioro de la microarquitectura del hueso, predisponiendo a una persona

a un incremento en el riesgo de sufrir una fractura.

16
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La fortaleza del hueso refleja principalmente la integracion de la densidad y calidad
Osea. La densidad Osea es expresada en gramos de minerales por area de volumen
(g/cm?), y en todos los individuos esta determinada por el pico de masa ésea y por la

cantidad de pérdida de hueso.

El pico de masa 6sea, el cual esta definido por la cantidad de tejido 6seo presente al
final de la maduracion del esqueleto, es decir, el punto en el que los huesos han
alcanzado su maxima densidad y fortaleza es un importante determinante de riesgo de
fractura. La calidad del hueso se refiere a la arquitectura, asi como a la acumulacion de
dafios como por ejemplo las microfracturas y a la mineralizacion. Las fracturas ocurren
cuando una fuerza, como una caida, por ejemplo, es ejercida sobre un hueso
osteoporético. Actualmente no existe una medida adecuada que determine de forma
precisa la fortaleza del hueso, aunque la densidad mineral ésea (DMO) se utiliza de

forma frecuente como una medida cercana para definirla.

La organizacién mundial de la salud (OMS) define a la osteoporosis, al menos de forma
operacional, como 2.5 desviaciones estandar (DE) de DMO por debajo de la DMO de
una mujer blanca adulta joven (T-score), aunque no esta claro como utilizar este criterio
en hombres y nifios, sobre todo a través de los diferentes grupos étnicos?? (Figura 5).
De tal forma que cuando los valores de DMO caen por lo menos 2.5 DE por debajo de
la poblacion promedio en individuos jovenes sanos, tenemos la presencia de
osteoporosis. Cuando el T-score estd sobre -2.5 pero debajo de -1, tenemos la

presencia de osteopenia, una fase previa a la osteoporosis. Por ultimo, las personas
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con valores de T-score por arriba de 1 y sin sobrepasar 2.5, se considera que tienen

una DMO normal.

Normal bone density range

Osteopenia range (below average)

Osteoporosis range
(significantly below average)

Imagen tomada de la Osteoporosis Royal Society (https://theros.org.uk/).

Figura 5. T-Score. Densidad de hueso Normal: DMO de +1 a -1 desviaciones estandar (verde)
Osteopenia: DMO de -1 a -2.5 desviaciones estandar (amarillo). Osteoporosis: DMO de -2.5 a -4
desviaciones estandar (rojo). (Comparado con el valor de referencia de un adulto joven promedio).

En general, la osteoporosis se puede dividir en osteoporosis primaria y secundaria. La
osteoporosis primaria puede presentarse en hombres y mujeres a diferentes edades,
aungue normalmente esta asociada a la menopausia en mujeres y al envejecimiento en

hombres. En contraste, la osteoporosis secundaria es el resultado de la ingesta cronica
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de algunos medicamentos como los glucocorticoides, de algunas condiciones como el

hipogonadismo o de enfermedades como la enfermedad celiaca®.

Aunqgue el riesgo de fractura incrementa con la disminucion de la DMO es importante
hacer notar que muchos pacientes con osteoporosis no sufren de fracturas y que la
mayor parte de las fracturas en la poblacion general, no son osteoporéticas. En la
actualidad, se estima que mas de 200 millones de personas alrededor del mundo
padecen osteoporosis. Aproximadamente el 30% de mujeres postmenopausicas en
Estados Unidos y en Europa padecen esta enfermedad y por lo menos el 40% de estas
mujeres y el 15% de estos hombres, tendran una o mas fracturas osteoporéticas a lo

largo de sus vidas?*.

Osteoporosis en México.

En un estudio realizado en poblacibn mexicana en el cual se generaron curvas estandar
para DMO normal de espina dorsal y cuello femoral mediante DXA, con el fin de
analizar diferencias geograficas y de comparar los resultados con los datos hispanos de
referencia, se encontraron claras diferencias en la DMO entre tres poblaciones
pertenecientes a tres regiones geograficas diferentes de México: Una DMO mas alta en
el norte, intermedia en el centro y mas baja en el sur. Diferencias similares se
encontraron en los valores de peso y altura. Sin embargo, las diferencias entre los
valores de DMO permanecieron después de ajustar por estas variables. Estos
resultados muestran diferencias en la DMO, probablemente debidas a factores étnicos y

nutricionales asi como la heterogeneidad en los valores de DMO dentro de las mujeres
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mexicanas, datos que son importantes para ser considerados en el diagnostico de la

osteoporosis por DXA,

México pasa por una transicion epidemiolégica y demogréafica, con un nimero creciente
de personas mayores a 50 afios y un aumento de 40 afios en la expectativa de vida
durante los ultimos 70 afios, la cual esta estimada que sea de 82 afios para el afio
2050. En el 2009, el 17% de la poblacion mexicana era mayor de 50 afios, cifra que se

incrementara en un 37% para el 2050 (Figura 6).

. total ' 50 anos o mas ' 70 anos o mas

50 000 000

20000 000

90 000 000 -
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30000000 I
“§s. 80, B0)

2011 2020 2050

Imagen tomada de https://www.iofbonehealth.org/

Figura 6. Proyeccion demografica para México hasta 2050.
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El 17% de las mujeres mexicanas y el 9% de los hombres mayores a 50 afios tenian
osteoporosis en la espina lumbar; el 16% de las mujeres y el 6% de los hombres
padecia osteoporosis en la cadera, mientras que una de cada doce mexicanas y uno de
cada veinte mexicanos mayores de 50 afios sufririan una fractura de cadera en su vida.
En el 2005, el numero total de fracturas de cadera era de 21,000 y estaba proyectado a

crecer en un 431%, llegando a mas de 110,000 para el 2050 (Figura 7).
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Imagen tomada de https://www.iofbonehealth.org/

Figura 7. Proyeccion de fracturas de cadera en México hasta el 2050. Cantidad de fracturas de
cadera estimadas para hombres y mujeres mexicanos desde 2005 hasta 2050.

En el 2006, las fracturas de cadera tuvieron un costo de 97 millones de ddlares, con
una proyeccion para el 2025 de mas de 466 millones y para el 2050 de 4,000 millones
de dolares. En el 2010, cerca de 18 millones de personas en México eran mayores de

50 afios. Se calcula que esta cifra incrementara a 26.2 millones de personas para el
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2020. Debido a que la osteoporosis es una enfermedad asociada a la edad y al
envejecimiento de la poblacion, se espera que los casos aumenten, asi como los casos
de osteopenia y de fracturas por fragilidad. Costos directos del manejo de osteopenia y

osteoporosis, sin contar medicamentos, fueron de 411.1 millones de ddlares en el 2010

26,27

Factores genéticos

Muchos factores pueden influenciar el riesgo a desarrollar osteoporosis incluyendo la
dieta, la actividad fisica, la medicacién y la presencia de otras enfermedades. Sin
embargo, uno de los factores de riesgo a nivel clinico mas importante es la existencia
de antecedentes familiares, lo que hace énfasis en la importancia de la genética en la
patogénesis de la enfermedad. Estudios realizados en familias y en gemelos han
mostrado que entre un 50% y un 85% de la variacion en el pico de DMO, esta
genéticamente determinado?®-3l, Los estudios realizados en gemelos, en general, han
arrojado mayores estimaciones sobre la heredabilidad que los estudios basados en
familia®>=34 en los cuales los individuos han sido comparados a través de varias
generaciones3-3, posiblemente debido a las influencias no genéticas en la tasa de
pérdida de hueso. En la mayoria de los estudios, la heredabilidad de la DMO en sitios
axiales como la espina dorsal y la cadera ha sido méas alta que en sitios como el

antebrazo®?33 con alguna excepcions®*,

Estudios en gemelos han confirmado que existe un componente hereditario asociado a

la perdida de hueso relacionada con la edad, aunque la contribucién genética parece
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ser mas débil que para el pico de masa 0sea. Alrededor del 40% de la variacion de la
pérdida de hueso en la mufieca y en la espina lumbar se encontr6 determinada
genéticamente, aunque ningun componente hereditario significativo fue encontrado
para la pérdida de hueso en cuello femoral®®. Uno de los determinantes mas
importantes en la perdida de hueso en mujeres es la deficiencia de estrégenos después
de la menopausia. Estudios en gemelas han indicado que la edad en la que sucede la
menopausia esta determinada genéticamente?’, lo que da apoyo a la idea de que los
factores genéticos tienen un papel en la determinacion de la pérdida de hueso, al
menos en mujeres. Acorde con esto, algunas variantes genéticas asociadas a la edad
en la menopausia han sido indentificadas3®. Por otro lado, la heredabilidad de la pérdida
de hueso asociada a la edad en hombres ha sido estudiada mucho menos en
comparacion con la de las mujeres. Sin embargo, en un estudio realizado en 50
gemelos, no fue encontrada ninguna evidencia de componentes hereditarios asociados
a la pérdida de hueso en un periodo de seguimiento de 16 afios®. En diferentes
estudios, se ha mostrado que una historia familiar de fracturas es un factor de riesgo
para fractura, independientemente de la DMO%%4!, Sin embargo, la heredabilidad de las
fracturas disminuye con la edad, mientras que los factores ambientales se vuelven de
mayor importancia. Esto se demostré en un estudio de gemelos donde la heredabilidad
de la fractura de cadera era del 68% alrededor de los 65 afios, pero disminuia de forma
dramética hasta llegar casi al 0% para los 80 afios*?. Diferentes enfermedades han sido
identificadas en las cuales efectos considerables en la masa 0sea, la fragilidad del

hueso y en el recambio 6seo son el resultado de mutaciones en un solo gen.
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Estas enfermedades han arrojado informacién importante para las vias moleculares que
regulan la masa Osea y la funcién celular del hueso, asi como su calidad. Algunos

ejemplos de estas enfermedades y genes que las causan son:

Osteogénesis imperfecta: enfermedad caracterizada por una baja masa 0sea y un
incremento caracteristico en la fragilidad del hueso, principalmente causada por

mutaciones en COL1A1 y COL1A2.

Sindromes de osteoporosis mendeliana: El sindrome de osteoporosis-seudoglioma, es
una enfermedad rara que es recesiva, se caracteriza por ceguera y una baja masa 6sea
siendo el gen responsable LRP5, mientras que el gen que codifica para la aromatasa,
CYP17, y ESR1, el gen que codifica para el receptor de estrogenos, son responsables

del desarrollo de osteoporosis severa en hombres.

Alta masa 0sea: Otros sindromes poco comunes que han sido descritos, son aquellos
donde individuos con alta masa 0sea estan protegidos contra fracturas osteoporéticas.

Entre los genes relacionados con estos sindromes se encuentran LRP5 y SOST.

Osteopetrosis: Sindromes que se caracterizan por un fallo en la actividad de
reabsorcion de los osteoclastos. Los genes que se ven afectados en estas
enfermedades son TNFRSF11A, gen que codifica para RANK, asi como TNFSF11, gen

que codifica para RANKL*3,
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Estudios de gen candidato y estudios de asociaciéon de genoma completo (GWAS) en
poblaciones europeas y asiaticas asi como en poblaciones mexicanas, han identificado
genes clave en la osteoporosis como COL1Al, VDR, ESR1 y LRP5, los cuales se han
asociado con DMO vy fractura*-*’. Sin embargo, estos estudios han sido hasta cierto
punto desalentadores principalmente porque Unicamente son capaces de detectar una
proporcion de la poblacién en riesgo, por lo que mas investigaciones con diferentes

acercamientos son necesarias para mejorar los resultados de estos estudios.

Factores nutricionales y estilo de vida.

Aunque la densidad del hueso se encuentra parcialmente determinada por factores
genéticos, varios factores asociados al estilo de vida como los nutricionales o los de
comportamiento, tienen un rol tanto en el desarrollo como en la prevencién de la
osteoporosis, a través de sus efectos durante los afios de crecimiento asi como de la

tasa de pérdida de hueso en afios posteriores®.

Se sabe que una ingesta de calcio adecuada es importante para lograr un pico de masa
O0sea oOptimo y para el mantenimiento de esta en la vejez. Durante la infancia y la
adolescencia, el incremento en la ingesta de calcio esta asociado con el incremento en
la acumulacién mineral 6sea*®®°. La deficiencia de calcio esta relacionada con una
disminucién en la DMO, con un aumento en el riesgo de fractura y por lo tanto en el
riesgo de padecer osteoporosis®°2. La vitamina D tiene un papel destacado en la
absorcion de calcio y por consiguiente en la salud del hueso. La deficiencia severa de

vitamina D causa raquitismo en nifios y osteomalacia en adultos, mientras que una
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deficiencia leve, se ha asociado con hiperparatiroidismo e incrementos en el recambio
6seo®3. Diferentes estudios han encontrado asociacién entre los niveles circulantes de

25-hidroxyvitamina D (25-OHD) y la DMO>4-%6,

Se ha descrito que el posible impacto de la ingesta de proteina en el metabolismo del
hueso podria estar mediada por el incremento de IGF-1, un factor reconocido que
promueve el crecimiento del hueso, en respuesta a la ingesta de proteina y su relacion
con la fortaleza muscular. De esta forma, una ingesta proteica inadecuada en personas

mayores podria desencadenar problemas relacionados con la salud del hueso .

Por otro lado, ha sido reportado que una dieta rica en frutas y vegetales puede mejorar
la salud del hueso debido a que contiene altas concentraciones de iones alcalinos como
el potasio, el magnesio y el calcio, los cuales pueden ayudar a disminuir la carga de
acido en la dieta, promoviendo un balance positivo de calcio®®®°, Las frutas y los
vegetales son considerados una buena fuente de vitamina K, la cual es importante para
la sintesis de la matriz del hueso, también son una buena fuente de antioxidantes y
fitoquimicos como los polifenoles, carotenoides y tocoferoles, los cuales pueden reducir
la reabsorcién 6sea que resulta del estrés oxidativo y a la vez promover la actividad de

osteoblastos o inhibir la diferenciacion de osteoclastos®0-62,

En un estudio realizado en poblacion mexicana adulta se asociaron de manera
significativa patrones de dieta con la DMO. Un patron de dieta alto en frutas y verduras,
asi como un patrén alto en lacteos, pescado y granos enteros y a su vez bajo en granos

refinados y bebidas carbonatadas, puede contribuir a una buena DMO. Sin embargo, un
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patron dietético con un alto consumo de granos refinados, azucares, dulces, bebidas
alcohdlicas, carnes rojas, grasas y bebidas carbonatadas se encontré significativamente

asociado con una baja DMQO?®3

Es bien sabido que una carga mecanica superior a la experimentada en las actividades
diarias es necesaria para mejorar la DMO®4, Por lo tanto, la actividad fisica es un factor
dentro del estilo de vida que es de gran importancia para mejorar la masa 6sea a través
de la vida. Se ha visto que en nifios y adolescentes la actividad fisica diaria, como la
actividad fisica de los programas escolares, tiene efectos positivos en el aumento de la
densidad mineral 6sea®®. Varios estudios han mostrado que el ejercicio es una manera

efectiva de mejorar y mantener la masa 6sea®¢-%8,

Fumar tabaco ha sido un factor de riesgo para padecer osteoporosis desde hace 30
afios®®. Empezar a fumar a edades tempranas se ha relacionado con una baja DMO en
adolescentes’®’! mientras que algunos meta andlisis en adultos han demostrado que
fumar tabaco esté relacionado con una reduccion en la masa ésea, un incremento en la
pérdida de hueso y un incremento en el riesgo de fractura’?’3. Los cigarros contienen al
menos 150 toxinas conocidas y el fumarlos genera una gran cantidad de radicales
libres. Algunas toxinas incrementan la produccién de enzimas que degradan estrégeno
en el higado, por lo que las mujeres que fuman a menudo, tienen niveles bajos de
estrogeno y tienden a presentar menopausia temprana, ambas caracteristicas tienen un
impacto negativo en la masa 6sea’. La nicotina y los radicales libres pueden afectar la
actividad osteoblastica perjudicando la formacién de hueso’®. Fumar también puede

llevar a un incremento en la reabsorcion 0sea mediante la activacion de enzimas que
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favorecen la actividad o mediante la produccién de proteinas que la incrementan?®77,
Consistentemente, se ha demostrado que el dejar de fumar mejora la DMO y reduce el

riesgo de sufrir una fractura’78.7°,

Factores epigenéticos

Tanto la diferenciacion de osteoblastos como la diferenciacion de osteoclastos, implica
la sobrerregulacion de genes implicados en la generacion de fenotipos celulares
especificos y la subregulacién de los genes responsables de la pluripotencialidad de
estas células. Genes clave en el mantenimiento de células pluripotenciales y su
diferenciacion hacia linajes celulares especificos muestran evidencias de regulaciones
epigenéticas®®®!, Estas alteraciones no genéticas son reguladas por tres modificaciones
epigenéticas principales: la metilaciéon del DNA, las modificaciones de histonas y los

RNAs no codificantes.

La metilacion del DNA es una modificacion epigenética bien caracterizada y la mayoria
de las veces se encuentra asociada al silenciamiento transcripcional. La metilacion del
DNA ocurre en la posiciéon 5 del anillo de citosina dentro de dinucleétidos CpG y es
catalizada por las DNA metiltransferasas (DNMTSs). Distintos estudios han sugerido que
la metilacién del DNA tiene un papel relevante en la diferenciacién de osteoblastos. Por
ejemplo, en la diferenciacion de células mesenquimales hacia osteoblastos, RUNX2 vy
BGLAP muestran una hipometilacion en los sitios CpGs lo que lleva a una sobre
expresion de estos genes®. Las marcas de metilacion también son importantes en la

comunicacién entre osteoblastos y osteoclastos. Recientemente, se ha demostrado que
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la represion epigenética de IRF8 puede regular el proceso de diferenciacion de

osteoclastos®3.

Las modificaciones de histonas, que incluyen la acetilacion, fosforilacion vy
ubiquitinacién®, son otro mecanismo epigenético que regula la expresiéon génica y el
metabolismo 6seo. Las modificaciones de histonas han sido estudiadas en varios genes
candidato en términos de sus efectos sobre la expresion génica y la diferenciacion
celular asociada al hueso. En un estudio, se observo un enriquecimiento de las marcas
H3K4me3 y H3K27ac en el region del promotor de RUNX28. También se ha visto que
durante la diferenciacibn de osteoblastos, la acetilacion de las histonas H3 y H4

aumenta significativamente en los genes OSX y BGLAP®S6,

Aungue el 90% del DNA gendmico se transcribe a RNA, solo entre el 1 y el 2% del
genoma humano codifica para proteinas®’. La mayoria del RNA no se utiliza para la
produccion de proteinas y esta representado por los RNAs no codificantes (hCRNAS).

Los ncRNAs tienen papeles importantes en la regulacion de la expresién génica a
través de la regulacion transcripcional y postranscripcional. Dentro de los ncRNAs que
han sido mas descritos y asociados a diferentes patologias podemos encontrar a los

RNAs largos no codificantes (IncRNAs) y a los microRNAs (miRNAs)2.

MiRNAsS
El primer miRNA fue descrito en el nematodo Caenorhabditis elegans en 1993. En este

organismo, la subexpresion de la proteina LIN-14 es esencial para la progresion de la
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etapa larval L1 a la L2. Ademas, la subexpresion de LIN-14 es dependiente de la
transcripcion de un segundo gen conocido como lin-4. Interesantemente, lin-4 no era
traducido en ninguna proteina biolégicamente activa, en cambio daba origen a dos
RNAs pequefios de aproximadamente 21 y 61 nucledtidos de longitud. La secuencia
mas larga formaba una estructura en forma de horquilla y funcionaba como precursor

de la secuencia mas corta.

Después, se descubrié que el RNA mas pequefio era complementario a multiples sitios
en la regién 3’'UTR del mRNA de lin-14. La union entre las regiones complementarias
del RNA pequefio y del mRNA, resultaba en una disminucion de los niveles de
expresion de la proteina LIN-14 sin causar casi ningin cambio en los niveles de

expresion del mensajero°,

Los miRNAs son RNAs pequefios no codificantes de cadena sencilla, endégenos y
conservados evolutivamente, que tienen la capacidad de unirse a RNA mensajeros
blanco y de esta forma regular la expresion génica. A la fecha, mas de 2000 miRNAs

han sido identificados en el genoma humano?®:.

La mayoria de los miRNAs se transcriben como miRNAs primarios (pri-miRNAS) a partir
de secuencias de DNA, para después ser procesados en miRNAs precursores (pre-
miRNASs) y finalmente, en miRNAs maduros. En la mayoria de los casos, los miRNAs
interactuan con la regién 3’'UTR del mRNA blanco para disminuir la expresion. Sin
embargo, han sido reportados miRNAs con la capacidad de interactuar con otras

regiones, incluyendo la region 5’UTR, secuencias codificantes y promotores®. Los
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mMiRNAs son moléculas que juegan un papel critico en el desarrollo animal y estan
implicados en una variedad de procesos bioldgicos. La expresion aberrante de
microRNAs esta asociada con una gran variedad de enfermedades humanas®. Otra
caracteristica importante de los mMIRNAs es que son secretados en fluidos
extracelulares por lo que miRNAs extracelulares han sido ampliamente reportados

como biomarcadores potenciales para diferentes enfermedades®4-°,

La biogénesis de los miRNAs comienza con el procesamiento de transcritos por la RNA
polimerasa Il/lll, ya sea de manera post o cotranscripcional. Aproximadamente la mitad
de los miRNAs identificados a la fecha son intragénicos y procesados en su mayoria a
partir de intrones y en menor medida de exones de genes codificantes, mientras que los
restantes son intergénicos, transcritos de manera independiente y regulados por sus
propios promotores. Algunas veces, los miRNAs se transcriben como transcritos largos
llamados clusteres, los cuales pueden tener regiones semilla similares y en tal caso,
son considerados como una familia de miRNAs®"9, La biogénesis de los miRNAs se

puede clasificar en candnica y no candnica.

La via de biogénesis canonica es la via dominante mediante la cual los miRNAs son
procesados. En esta via, los pri-miRNAs son transcritos y después procesados para dar
origen a pre-miRNAs gracias al complejo microprocesador, el cual consiste en una
proteina de union a RNA llamada DGCRS8 y una enzima ribonucleasa de tipo Il lamada
Drosha. DGCRS8 reconoce un GGAC N6-metiladenilado y otros motivos dentro de la
secuencia del pri-miRNA, mientras que Drosha procesa el pri-miRNA duplex mediante

una escision en la base de la estructura en forma de horquilla. Esto resulta en la

31



“Identificacion de microRNAs involucrados en la diferenciacion de monocito a osteoclasto.”

formacion de una secuencia extra de 2 nucleotidos en el extremo 3. Una vez que el
pre-miRNA se genera, es exportado al citoplasma por el complejo exportina5/RanGTP
para después ser procesado por una RNAsa lll llamada Dicer. Este procesamiento
involucra la eliminacion de la parte terminal de la horquilla, lo que da lugar a un miRNA
duplex maduro. La direccionalidad de la cadena del miRNA determina el nombre del
miRNA maduro. La cadena 5p surge del extremo 5 de la horquilla del pre-miRNA
mientras que la cadena 3p se origina a partir del extremo 3’. Ambas cadenas derivadas
del miRNA duplex maduro pueden ser cargadas en una forma dependiente de ATP a
proteinas de la familia Argonauta (AGO), la cual en humanos va de la AGO1 a la AGOA4.
La proporcion de cadenas 5p y 3p de cada miRNA que es cargada en AGO varia en
gran manera dependiendo del tipo y del ambiente celular, oscilando desde proporciones
muy parecidas hasta ocasiones en la que una cadena predomina sobre la otra. Esta
seleccidn esta basada en parte en la estabilidad termodinamica en los extremos 5’ del
mMiRNA duplex, asi como de la presencia de un U en la posicidon 1 del extremo 5. Por lo
general, la cadena con menos estabilidad y/o con el uracilo en el extremo 5’ es cargada
en AGO y nombrada cadena guia. La otra cadena es conocida como cadena pasajera,
la cual se separara de la cadena guia a través de varios mecanismos con base en el
grado de complementariedad. Las cadenas pasajeras de miRNAs que no contienen
mismatches son cortadas por AGO2 y degradadas por la maquinaria celular, mientras
que los duplex con mismatches en el centro o que no hayan cargado cadenas a AGO2

son separados de forma pasiva y posteriormente degradados®-1%3 (Figura 8).
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Figura 8. Biogénesis y mecanismos de accion de los miRNAs. La ruta candnica de biogénesis de
miRNAs empieza con la transcripcion de un miRNA primario (pri-miRNA) por la RNA polimerasa Il o lll y
su escision por el complejo microprocesador Drosha/DGCRS, en el nucleo. Esto resulta en un precursor
con una estructura en forma de horquilla (pre-miRNA) el cual es exportado del nucleo al citoplasma por el
complejo Exportina5/Ran/GTP. En el citoplasma, el complejo Dicer/TRBP procesa el pre-miRNA a su
forma madura. La cadena funcional del miRNA maduro es cargada junto con Ago2 al complejo RISC. El

silenciamiento de los mMRNAs se lleva a cabo a través de su escision, represion traduccional o
deadenilacion, mientras que la cadena pasajera es degradada.
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mMiRNAs en la diferenciacion de osteoblastos.

La diferenciacion de osteoblastos es un proceso muy importante para mantener en
balance la homeostasis del hueso. En los ultimos afios, ha incrementado el nUmero de
estudios que demuestran que los miRNAs tienen un papel relevante en la regulacion del

proceso de diferenciacion de osteoblastos!®4,

Varios miRNAs pueden unirse a la region 3’ UTR de RUNX2, gen conocido como
regulador maestro del hueso'%. La sobre expresion de miR-375 inhibe la diferenciacién
osteogénica mediante la regulacion de RUNX2, junto con una disminucion en la

actividad de varios marcadores osteoblasticos, como ALP, osteocalcina e IBSP06,

También se ha descrito que miR-96 promueve la diferenciacion osteogénica

suprimiendo la expresiéon de (HB-EGF)-EGF en osteoblastos!”.

Li y colaboradores'®® demostraron que miR-194 regula la diferenciacién de osteoblastos

a través de la modulacion de STAT1.

Algunos otros miRNAs tienen la capacidad de promover y de suprimir distintas vias de
sefializacion asociadas con la diferenciacion osteogénica. miR-124 inhibi6 la
diferenciacion osteogénica y la formacion de hueso regulando factores de transcripcion

como DIx2, DIx3 y DIX5, en células madre mesenquimalesi®.
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Por otro lado miR-216a reestablecid la osteogénesis y aumenté la diferenciacion de
osteoblastos asi como la formacién de hueso mediante la regulacion de la via PI3k/AKT

mediada por c-Cbl19,

En células madre mesenquimales humanas, miR-153 suprimié la diferenciacion

osteogénica uniéndose a la region 3' UTR de BMPR211L,

MiR-542-3p suprimié la diferenciacion y proliferacibn de células osteoclasticas,
mediante la regulacion de la sefalizacion de BMP-7 y consecuentemente la formacion

de hueso fue inhibida2,

DKK1 es considerado un biomarcador importante para la osteoporosis ya que es un
antagonista de la via de sefializacion WNT. Estudios recientes mostraron que miR-433-

3p promueve la diferenciacion de osteoblastos con DKK1 como su gen blanco.

Todos estos datos sugieren que los miRNAs podrian estar participando de manera

relevante en el proceso de diferenciacion de osteoblastos regulando genes y vias de

sefalizacion relacionadas con la diferenciacion osteogénica (Tabla 1).
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microRNA Tipo celular Genes Blanco Efectos en el Remodelado 6seo
miR-375 Células C2C12 RUNX2 Inhibe diferenciacion osteogénica.
miR-96 Células MC3T3-Ely HB-EGF Promueve diferenciacion osteogénica.
células mesenquimales
de ratén.
miR-194 Células de hueso STAT1y RUNX2 Promueve diferenciacion de osteoblastos.
mesenquimales.
Células mesenquimales
miR-124 humanas y de raton, DLX5, DLX3y Inhibe diferenciacion osteogénica.
células MC3T3-Ely DLX2
c2C12.
Células mesenquimales ALP, OPN,
miR-216a humanas derivadas de RUNX2, Promueve diferenciacién de osteoblastos y la formacién de hueso.
tejido adiposo. COL1A1 e IBSP.
miR-153 Células mesenquimales BMPR2 Suprime diferenciacion de osteogénica.
humanas
miR-542-3p Osteoblastos BMP-7 Suprime proliferacién y diferenciacion de osteoblastos.
MiR-433-3p Osteoblastos derivados DKK1 Promueve diferenciacion de osteoblastos.

de médula 6sea de rata.

Tabla 1. miRNAs involucrados en la diferenciacién de osteoblastos.



miRNAs en la diferenciacion de osteoclastos.

Ademas de la diferenciacion de osteoblastos, la expresion de miRNAs relacionados con
la diferenciacién de osteoclastos también ha sido explorada, aunque en mucho menor
medida. El sistema ligando-receptor RANK/RANKL-RANKL/OPG es un componente
clave en el metabolismo del hueso, ya que puede regular la diferenciacion de

osteoclastos y la ostedlisis.

Se sabe que miR-17/20a puede disminuir la expresiéon de RANKL y consecuentemente
inhibir la diferenciacion de osteoclastos inducida por glucocorticoides en células

osteoblasticas?s.

Por otro lado, la sobreexpresion ectdpica de miR-26a puede atenuar la formacion de
anillos de actina en precursores osteoclasticos, asi como su diferenciacion, llevando a
una disminucion de la expresion CTGF/CCN2. La sobre expresién de un inhibidor de

miR-26a promovié la funcién y formacién de osteoclastos inducida por RANKL!14,

Adicionalmente al sistema RANK/RANKL/OPG, se ha encontrado que algunos miRNAs
también pueden regular otras vias de sefializacion relacionadas con la diferenciacién de
osteoclastos. Wu y colaboradores > encontraron que la sobreexpresion de miR-126-5p
puede inhibir la diferenciacion de osteoclastos y disminuir la ostedlisis en células del

estroma de una célula tumoral gigante.
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En monocitos de médula oOsea, la sobreexpresion de miR-214 promueve la
osteoclastogénesis activando la via PI3K/Akt, con PTEN como el gen blanco potencial

responsable!?®,

Liu y colaboradores!!’ identificaron un miRNA nuevo en osteoclastos primarios de
ratbn, miR-9718, el cual promueve la diferenciacion de osteoclastos mediante la

represion postranscripcional de PIAS3.

En estudios mas recientes se encontré6 que miR-34c se une a la region 3’'UTR del
LGR4, aumentando significativamente la diferenciacion de osteoclastos!'®, mientras que
miR-155 regula de forma negativa la diferenciacion de osteoclastos mediante la via
(TGFB1)/Smad4®. Estos estudios son el reflejo del potencial de los miRNAs como

reguladores del proceso de diferenciacion de osteoclastos (Tabla 2)
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microRNA Tipo celular Genes Blanco Efectos en el Remodelado 6seo
miR- 17/20a Osteoblastos RANKL Inhibe diferenciacion y funcién de osteoclastos inducida por
glucocorticoides.
miR-26a Precursores de CTGF/CCN2, Atenla formacion de osteoclastos, formacion del anillo de actina y
osteoblastos RANKL reabsorcion 6sea.
miR- 126-5p Células del MMP-13 Inhibe diferenciacion de osteoclastos.
estroma tumorales
Macréfagos de Pten/PI3k/Akt Promueve osteoclastogénesis.
miR-214 medula 6sea
Osteoclastos STAT3 Promueve diferenciacion de osteoclastos.
miR-194 primarios de ratén
Precursores de LGR4 Promueve diferenciaciéon de osteoclastos.
miR-34 osteoclastos
Macréfagos de TGFB1/Smad4 Inhibe diferenciacion de osteoclastos.
miR-155 médula 6sea

Tabla 2. miRNAs involucrados en la diferenciacién de osteoclastos.




Monocitos circulantes de sangre periférica como modelo de estudio de
osteoclastos.

Debido a que los monocitos circulantes de sangre periférica (MCSP) son precursores
de osteoclastos y tienen la capacidad de producir diferentes tipos de moléculas
incluyendo citocinas proinflamatorias caracteristicas de osteoclastos como TNF-a, IL-1)
e IL-6, se cree que podrian tener papeles importantes en el metabolismo del hueso.
Alteraciones en la formacién, migracion, diferenciacion, actividad funcional y apoptosis
de MCSP podrian estar ligadas al desarrollo de diferentes enfermedades esqueléticas,

como es el caso de la osteoporosis.

De esta forma, se ha establecido por medio de diferentes trabajos, que estudios
gendmicos y moleculares utilizando MCSP como una célula modelo, pueden facilitar la
identificacion de moléculas y vias de sefializacion involucradas en estas enfermedades,
ofreciendo nuevos acercamientos a los mecanismos fisiopatologicos que rodean a los
desérdenes esqueléticos!??1?! Debido a esto, los MCSP son considerados un buen
modelo para estudios relacionados con el metabolismo 6seo, y en particular con

osteoclastos.

Algunos estudios se han enfocado en la identificacibon de miRNAs en MCSP y su
posible asociacion con osteoporosis, como es el caso del miR-133a y el miR-422a los
cuales tienen como blancos genes que inhiben la osteoclastogénesis (CXCL11,
SLC39A1, CBL, CD226, PAG1 y TOB2), ambos descritos en poblaciones caucasicas,
asi como el miR-1270, miRNA que ha sido descrito en poblacion mexicana y que tiene
la capacidad de regular la osteoclastogénesis a través de uno de sus genes blanco,

IR F8122—124_
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Sin embargo, la mayoria de ellos se ha realizado mediante la tecnologia de
microarreglos de DNA, la cual tiene algunas limitaciones; como hibridacion cruzada y
ruido de fondo, factores que restringen una evaluacién precisa de los niveles de
expresion, especialmente para moléculas de baja abundancia'?®. Dentro de los métodos
para realizar perfiles de expresion para miRNAs, los microarreglos son los que tienen la
sensibilidad y el rango dinamico mas bajo, y aunque se utilizan como herramientas de
descubrimiento, la sefiales observadas tienen que ser forzosamente validadas por otros
métodos!?61?7. Ademds, las sondas tienen variaciones en sus caracteristicas de
hibridacién y los microarreglos en general, estan limitados a analizar anicamente las
moléculas para las cuales tienen sondas disefiadas'?’, por lo que algunos estudios han
comenzado a utilizar secuenciacion de nueva generacion para realizar perfiles de

expresion de miRNAs en MCSP128,

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) fue introducida en los laboratorios
gendmicos hace ya mas de 10 afios. Su impacto en la revolucién tecnolégica ha tenido
implicaciones importantes en los campos de la biologia y medicina. Después de
mejoras en la precision, robustez y manejo, se ha convertido en una herramienta usada
ampliamente y una alternativa a la secuenciacion por Sanger. Gracias al progreso de la
NGS y a que ésta herramienta permite la secuenciacion de forma paralela y masiva de
diferentes regiones especificas, se ha dado un incremento considerable en el
descubrimiento de moléculas asociadas a diferentes enfermedades y a elucidar las

bases moleculares de estas?®,

Dentro de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion, la secuenciacion de

RNAs pequeiios (SRNA-Seq) ha surgido como el nuevo estandar para el analisis de
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perfiles de expresion e identificacion de microRNAs. La secuenciacion de RNAs
pequefios otorga algunas ventajas por sobre los microarreglos como una alta
sensibilidad asi como especificidad, la identificacion de polimorfismos, la deteccidon de
edicidon en secuencias de miRNAs, y la identificacion de miRNAs nuevos o previamente

reportados!?>127,
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OBJETIVOS

Objetivo General
Identificar microRNAs diferencialmente expresados en el proceso de diferenciacién de
monocitos a osteoclastos en mujeres postmenopausicas y su posible papel en la

variacion de la densidad mineral 6sea.

Objetivos Particulares
1.- Establecer un modelo de diferenciaciéon celular in vitro de la osteoclastogénesis a

partir de monocitos humanos circulantes de sangre periférica.

2.- Identificar microRNAs diferencialmente expresados en el proceso de diferenciacion
de monocitos a osteoclastos en mujeres postmenopausicas con 0steoporosis y sin

osteoporosis.

3.-Identificar los posibles genes blancos de los microRNAs que puedan estar

participando en la osteoclastogénesis, asi como en la variacion de la densidad mineral

Osea.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio.

Las mujeres participantes en este estudio tienen un origen mestizo-mexicano y fueron
reclutadas del Estudio de Cohorte de Trabajadores de la Salud (ECTS), el cual es un
estudio a largo plazo que se enfoca en examinar el desarrollo de enfermedades
cronicas y su asociacion con factores genéticos y con el estilo de vida, en el que
participan trabajadores del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y del Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP) en Cuernavaca, Morelos'30. Del 2011 al 2013, se
realiz6 un seguimiento a los participantes como parte de la segunda etapa del proyecto,

en la cual 1,026 participantes iniciaron con su participacion en este estudio longitudinal.

Dentro de estos 1026 participantes se identificaron 400 mujeres postmenopausicas. Las
caracteristicas detalladas de éstas mujeres ya han sido previamente descritas'®. Los
procedimientos clinicos, recopilacion de datos y seguimiento de todos los participantes
han sido estandarizados y validados previamente!®?. De estas 400 mujeres
postmenopausicas, dieciséis mujeres no relacionadas fueron seleccionaron de la base
de datos, recontactadas via telefénica e invitadas a participar. Sin embargo, solo siete
mujeres sin osteoporosis y siete mujeres con osteoporosis en cadera aceptaron
participar en el estudio. Unicamente las mujeres de los extremos de la distribucion de T-

score fueron consideradas con el fin de generar ambos grupos (fenotipos extremos).

Los criterios de inclusion para este trabajo fueron: T-score de cadera < -2.5 para el
grupo de mujeres con osteoporosis y T-score de cadera > -1.0 para el grupo de mujeres

sin osteoporosis. La DMO (g/cm?) para cadera total fue medida utilizando un
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densitometro Lunar DPX NT. El rango de edad de las mujeres fue de 63 a 85 afios y
todas habian sido postmenopausicas por al menos un afo (el estado de
postmenopausia fue definido como el periodo después del que una mujer ha
experimentado doce meses consecutivos sin menstruacion). Algunos criterios de
exclusion fueron utilizados para minimizar efectos potenciales de cualquier factor no
genético en el metabolismo del hueso. Se excluyeron todas las mujeres que
presentaran una o mas de las siguientes caracteristicas: que padecieran diabetes
mellitus, enfermedades hepéticas cronicas o alcoholismo, artritis reumatoide,
hipertiroidismo, terapia de reemplazo hormonal, tratamiento con corticoesteroides,
drogas antiepilépticas, bifosfonatos, o cualquier otra enfermedad, condiciébn o
tratamiento que pudiera ser un factor no genético que enmascare la variacion de la

DMO.

Los comités de ética del Instituto Mexicano del Seguro Social (No. 12CEI 09 006 14) y
del Instituto Nacional de Medicina Gendmica IRB/IEC (07/2017/1) aprobaron el protocolo
del estudio, asi como los consentimientos informados. Todas las participantes del
presente estudio fueron informadas sobre el proyecto y firmaron un consentimiento

informado.
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Aislamiento de monocitos circulantes de sangre periférica (CD14*).

Quince mililitros de sangre periférica de cada participante fueron colectados en tubos
CPT para la obtencién de la fraccion correspondiente a las células mononucleares
(CMN). Los tubos CPT fueron centrifugados a 2700 rpm. La fraccién que corresponde a
las CMN representada como una nube blanca fue recuperada y lavada con PBS 1X a
1500 rpm por 15 minutos y una vez mas a 1200 rpm por 10 minutos. Después, se
aislaron las células CD14** correspondientes a MCSP mediante el EasySep kit de
Stemcell, a través de una técnica de seleccidn negativa. Esta técnica consiste en un
coctel de anticuerpos tetraméricos, por un lado, dirigidos contra antigenos de la
superficie celular de células CD2, CD3, CD16, CD19, CD20, CD56, CD66b, CD123 y
por el otro contra dextrano. De esta forma se seleccionan y se marcan con dextrano
todas las células no deseadas las cuales son separadas posteriormente utilizando una

columna magnética y enriqueciendo la poblacién celular CD14+*.

Comprobacién de pureza de células CD14** por citometria de flujo.

La pureza de los MCSP obtenidos mediante seleccion negativa fue evaluada por
citometria de flujo. Las células fueron marcadas con dos anticuerpos conjugados: PE
(CD14) y FITC (CD45). Las muestras fueron examinadas en un FACSAria | Sorter. Se
realizé la lectura de 10,000 eventos para finalmente confirmar una pureza superior al

85%, requerida para proceder a la extraccion de RNA o cultivo celular.
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Extraccion de RNA total, cuantificacion e integridad.

Se realizo la extraccion de RNA total a partir de MCSP utilizando el miRNEasy Mini Kit
de QIAGEN. Brevemente, este kit combina la capacidad de lisis basada en fenol-
guanidina, la inhibicion de RNAsas y la remocion de DNA celular y de proteinas. Las
células son homogenizadas en QIAzol. Después de la adiciéon de cloroformo, la solucion
es separada por centrifugacion en una fase acuosa y una fase organica. La fase acuosa
queda en la parte superior y contiene el RNA, mientras que, en la fase organica, el DNA
permanece en la interfase y las proteinas en la parte inferior. La fase acuosa es
recuperada y se le afiade etanol. Después, la muestra es afiadida a la columna del kit
donde el RNA total se une a la membrana mientras que el cloroformo y otros
contaminantes son lavados y eliminados. Por ultimo, RNA total de alta calidad es eluido
en agua libre de RNAsas. La cuantificacion del RNA total fue llevada a cabo con la
ayuda de un fluorémetro Qubit 3.0 mientras que la integridad fue analizada mediante el

Bioanalizador 2100.

Construccion de librerias de cDNA y secuenciacion de RNAs pequerios.

Las librerias de cDNA fueron preparadas a partir de 30ug de RNA total utilizando el
SMARTer small RNA-Seq Kit para lllumina de Clontech. Brevemente, el RNA total fue
poliadenilado, después se llevé a cabo la sintesis de cDNA seguida de la incorporacion
de las secuencias de los adaptadores. Adicionalmente, adaptadores de lllumina fueron
afiadidos durante la amplificacion por PCR. Por ultimo, el cDNA fue seleccionado por
tamafio utilizando perlas Agencourt AMPure XP. El cDNA purificado fue secuenciado

por sintesis durante 50 ciclos en un NextSeq 500 de la plataforma Illumina.
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Procesamiento de datos de secuenciacion de RNAs pequefios.

Los archivos fueron exportados en formato FASTQ y después visualizados para control
de calidad empleando FastQC*3. La herramienta Seqtk!** fue utilizada
(https://github.com/lh3/seqtk) para remover las 3 primeras bases de cada lectura
provenientes de uno de los oligos utilizados para la preparacion de las librerias de
cDNA. Las colas de méas de 15 adeninas y las secuencias correspondientes a los
adaptadores de sRNA3’ de lllumina (AGATCGGAAGAG) fueron removidas con
Reaper’®. Las lecturas de sRNA-Seq fueron procesadas utilizando exceRpt
(https://rkitchen.github.io/exceRpt/) como ha sido descrito previamente!3¢. Brevemente,
el algoritmo filtra las lecturas de baja calidad y aquellas que pudieran provenir de
secuencias contaminantes con ayuda de UniVec, asi como de posibles RNAs
ribosomales. Las lecturas que no son eliminadas son alineadas sin huecos a
secuencias de pre-miRNAs provenientes de miRbase!3” v21 asi como al genoma y
transcriptoma con la herramienta STAR!38, El alineamiento requiere una longitud de
complemetariedad entre secuencias de 16 nucleotidos y 0 mismatches si la longitud de

la lectura es menor a 20 nucleotidos o0 1 mistmatch si es mayor a 20 nucleotidos.

Andlisis de expresion diferencial de microRNAs.

Se estimd el tamafio efectivo de las librerias mediante el método TMM con edgeR
v3.18.1 para encontrar los factores de escala que minimizaran el valor de fold change
para la mayoria de los genes'®. Se disminuyeron los pesos correspondientes a las
muestras atipicas utilizando la funcién voomWithQualityWeights!4?. Finalmente, se

ajustdo un modelo lineal y se estim6 una t estadistica moderada con ayuda de limma
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v3.32.7'% para evaluar las diferencias en los niveles de expresion entre grupos. El false
discovery rate (FDR) fue utilizado para corregir los valores de p para pruebas
multiples'*. Los pesos de las librerias fueron estimados utilizando el paquete Voom?#3
a través de limma. El andlisis de expresion diferencial fue realizado Unicamente para

mMiRNAs con por lo menos una cuenta por millén en al menos tres muestras.

Analisis por RT-gPCR.

El cDNA fue preparado a partir de 100ng de RNA total empleando el kit de transcripcion
reversa para microRNAs de TagMan. La expresion de hsa-miR-708-5p, hsa-miR-3161,
hsa-miR-939-3p y hsa-miR-4422 fue evaluada utilizando ensayos para microRNAs de
TagMan por PCR cuantitativa en un equipo para gPCR QuantStudio 7 Flex. Dos RNAs
pequefios nucleolares (snoRNAs) RNU44 y RNU48 fueron utilizados como
normalizadores. El método delta-delta Ct fue llevado a cabo para la cuantificacion de la

expresion relativa.

Prediccion de genes blanco y andlisis de enriquecimiento funcional.

Se realiz6 una busqueda en las bases de datos de MiRNet y miRTarBase para
encontrar genes blancos validados para hsa-miR-708-5p. Todos aquellos genes que
tuvieran reportes de validacion y que estuvieran presentes en ambas bases de datos,
fueron sometidos a las plataformas basadas en web STRING y KEGG para analisis de
enriguecimiento funcional. Se seleccionaron todas aquellas vias que estuvieran
relacionadas con el metabolismo 0Oseo. Los genes contenidos en ellas, y que

cumplieran con un valor de FDR < 0.05, fueron seleccionados para analisis posteriores.
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El software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) fue utilizado para construir una red de
interaccion entre el microRNA y sus genes blanco-validados previamente

seleccionados.

Analisis de datos de microarreglos de expresion.

Los datos crudos obtenidos de 12 microarreglos de expresion GeneChip Human
Genome U133 Plus 2.0 de Affymetrix, que contenian datos de MCSP de mujeres
postmenopausicas independientes, fueron procesados de nuevo para comparar los
resultados de expresidn con los genes blanco predichos para el hsa-miR-708-5p.
Brevemente, los datos crudos fueron procesados utilizando el método Robust Multiarray
Average (RMA)!#4 para la correccion de fondo y las muestras fueron normalizadas
mediante normalizacién por quintiles. La expresion diferencial fue determinada a través

de modelos lineares utilizando limma, como ha sido descrito previamente 124,

Modelo de diferenciacion celular in vitro de osteoclastos a partir de MCSP.
Se realiz6 el establecimiento de un modelo celular de la osteoclastogénesis a partir de
MCSP de voluntarias sanas. Las células se llevaron a cultivo celular dentro de las
siguientes condiciones:

- Medio minimo alfa (a-MEM).

- 10% de suero fetal bovino (SFB).

- 100ug/ml de estreptomicina

- 25ng/ml de M-CSF

- 50ng/ml de RANKL
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Las células fueron mantenidas en cultivo celular a una temperatura de 37°C en placas
de 6 pozos por un periodo de 21 dias con un cambio de medio suplementado con

citocinas cada tercer dia.

Caracterizacion bioquimica, celular y molecular de osteoclastos.

Para la caracterizacion de osteoclastos a nivel celular, se llevdo a cabo una tincion
faloidina/DAPI después de 21 dias de tratamiento con citocinas. La faloidina se une a la
f-actina, proteina que constituye los microfilamentos del citoesqueleto mientras que el

DAPI se una a las regiones ricas en adeninas y timinas del DNA.

La caracterizacion a nivel bioquimico se realizé6 mediante la tincion de la fosfatasa acida
resistente al tartrato (TRAP). En las células TRAP positivas pueden observarse
pequefios puntos color granate los cuales corresponden a los sitios de actividad de la

enzima.

Por ultimo, para la caracterizacion a nivel molecular, se evalu6 por RT-gPCR la
expresion en MCSP y en células después de 21 dias de tratamiento con citocinas, de
marcadores osteoclasticos como CA2, CTSK y ACP5 y de CX3CR1, un marcador

monocitico.
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Andlisis funcional del miR-708-5p.

Se realizd un ensayo de gen reportero de luciferasa para comprobar la union especifica
del miR-708-5p a la regién 3’ UTR del gen AKT1. La region 3’UTR de AKT1 contiene 3
sitios de unién para el miR-708-5p. Esta regién fue amplificada por PCR mediante el
disefio de primers especificos. Después de su purificacién, el producto de PCR fue
ligado a un vector pGEM-T y posteriormente utilizado para transformar células DH5a
competentes y extraer DNA. Se realiz6 una digestion mediante enzimas de restriccion
(Xhol y Sdal) para clonar el fragmento correspondiente a la region 3’UTR de AKT1 al
vector de expresion pmirGLO (Promega). Por ultimo, se comprobd por secuenciacion
Sanger la presencia de la secuencia correspondiente a la region 3'UTR de interés y la
ausencia de mutaciones. Por otro lado, fue adquirido un vector de expresiéon pCMV-MIR

con la secuencia precursora del miR-708-5p (MI0005543; OriGene).

Células HEK293 y Saos-2 fueron cultivadas en medio DMEM con FBS al 10% y
penicilina/estreptomicina al 1%, a 37°C y CO2 al 5%. Cuando las células alcanzaron la
fase logaritmica fueron sembradas 3x10° células por pocillo en placas de 6 pozos. A las
24 horas, fueron transfectadas mediante el reactivo de transfeccion FUGENE HD
(Promega). Los vectores AKT1 3'UTR pmirGLO y pCMV-MIR 708 fueron
cotransfectados (1:1, DNA total: 2000 ng) en células HEK293 y Saos-2, como control
negativo se utilizé el pCMV-MIR 383 ya que AKT1 no es blanco del miR-383. Después
de 48 horas el sistema para el ensayo de gen reportero dual de luciferasa fue utilizado
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega). Las células fueron lisadas y
se realizo la deteccion de la intensidad de fluorescencia. Todos los experimentos fueron

realizados en tres experimentos independientes con tres replicas por experimento.

52



>

“Identificacion de microRNAs involucrados en la diferenciacion de monocito a osteoclasto.’

Analisis estadisticos.

Los resultados fueron analizados empleando la prueba U de Mann-Whitney. Los datos
se muestran como media + desviacion estandar. Los resultados obtenidos son el
promedio de tres ensayos independientes. Para los andlisis estadisticos de los datos
provenientes de los microarreglos de expresion, los archivos CEL fueron procesados
utilizando el lenguaje de programacion R. Los niveles de expresion fueron calculados
transformando los valores de fold change a log2. La paqueteria limma*! fue utilizada
para realizar las comparaciones entre grupos. El algoritmo RMA fue utilizado para la
generacion de valores relativos y para normalizar. Todos los andlisis fueron realizados
en Prisma v6.0. Para todos los casos, la significancia estadistica fue determinada con

un valor de p < 0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Como resultado del disefio experimental de este estudio, las variables como la edad,
peso, altura, indice de masa corporal y niveles de glucosa en sangre de las 14 mujeres
que participaron en este trabajo, no mostraron diferencias significativas (p > 0.05),
mientras que variables asociadas al hueso como la densidad mineral 6sea y T-score de
cadera, arrojaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio

(p < 0.001), como se muestra en la Tabla 3.

Mujeres sin Mujeres con Valor de p
osteoporosis osteoporosis
n=7 n=7
Edad (afios) 68.86 £ 0.89 70.43+ 3.20 0.2692
Altura (cm) 154.7 + 2.028 150.6 = 1.806 0.1684
Peso (kg) 56.53 + 2.055 50.96 + 3.317 0.1972
IMC (kg/m?) 23.77£1.19 23.47 + 3.38 0.8718
Glucosa (mg/dL) 123.3 £ 34.96 100.9 £ 13.85 0.2203
DMO cadera 0.9811 £ 0.06 0.6781 £ 0.01 0.0006
(g/em?)
t-Score cadera -0.2110 £ 0.50 -2.616 £ 0.1142 0.0006
(DE)

IMC: indice de masa corporal; DMO: densidad mineral 6sea; DE: desviacién
estandar. Los datos se encuentran expresados en media * DE.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacién de estudio.
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Pureza de monocitos circulantes de sangre periférica (CD14*).
Después del enriquecimiento de la poblacion celular CD14**, correspondiente a los
MCSP con capacidad de diferenciacion hacia osteoclastos'*®, se realizé la evaluacién

de su pureza mediante citometria de flujo.
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Figura 9. Andlisis de expresion de marcadores de superficie por citometria de flujo. Proporcion de
células que expresan CD14 y CD45 (cuadrante superior derecho). Lectura de 10,000 eventos.

En la Figura 9, podemos observar el resultado del analisis de expresion de marcadores
de superficie por citometria de flujo. En el cuadrante superior izquierdo se encuentran
las células que expresan CD14, en el cuadrante inferior derecho las células que
expresan CD45, en el cuadrante inferior izquierdo las células que no expresan ninguno

de los dos marcadores y en el cuadrante superior derecho las células que expresan
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tanto CD14 como CD45, el primero, marcador de monocitos'?® y el segundo, marcador
de leucocitos!*® Las células del cuadrante superior derecho que expresan ambos
marcadores corresponden a MCSP y representaron el 95% del total de células
analizadas. Este requisito de pureza es indispensable para proseguir con la extraccion

de RNA y/o cultivo celular.

Andlisis de datos de secuenciacion de RNAs pequefios.

Un total de 14 muestras, siete provenientes de mujeres con osteoporosis y siete de
mujeres sin osteoporosis, fueron secuenciadas para RNAs pequefios de la forma
previamente descrita en la seccion anterior. Se obtuvieron archivos de salida FASTQ,
los cuales fueron visualizados con FastQC para obtener reportes de control de calidad
como lo son estadisticas basicas, puntajes de calidad, contenido de G-C, distribucion
de longitud de las secuencias y el contenido de adaptadores. Como resultado de la
construccion de librerias de cDNA, las lecturas obtenidas mostraron dos caracteristicas
especiales; todas las lecturas presentaron 3 nucleotidos extras en el extremo 5,
derivados de un oligo utilizado para la secuenciacién y una cantidad considerable de
adeninas en el extremo 3’. Se utilizé la herramienta Seqtk para procesar los archivos
FASTQ, removiendo los tres primeros nucleétidos y las colas de adeninas de todas las
lecturas. La secuencia correspondiente al adaptador de Illumina sRNA 3’
(AGATCGGAAGAQG) fue removida de las lecturas en las que estaba presente, utilizando
Reaper. De las lecturas limpias, se seleccionaron aquellas que se encontraran en la
longitud de 18 a 24 nucledtidos, debido a que éste es el rango de longitud tipico de los

miRNAs'4’. Después de estos pasos de limpieza y filtrado (Figura 10), se obtuvieron
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22,575,505 lecturas limpias, las cuales fueron seleccionadas para los analisis
posteriores. La mayor frecuencia en la longitud de las lecturas se observé a los 21
nucleotidos, lo que corresponde con la longitud promedio de los miRNAs (Figura 11 A).
La clasificacion de RNAs pequefios, muestra que la mayor fraccion de lecturas
(17,916,938) mapearon a miRNAs maduros (79.36%), seguidos por 2,053,536 de

lecturas que mapearon a piRNAs (9.10%), como se ilustra en la Figura 11 B.
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Figura 11. Panorama general de lecturas de secuenciacion de RNAs pequefios (SRNA-Seq). Se
muestra la frecuencia de las lecturas de sRNA-Seq de acuerdo con su longitud (A). Porcentaje de
lecturas limpias de entre 18-24 nt que mapean a RNAs pequefios (B).
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MiRNAs diferencialmente expresados en mujeres postmenopausicas con
osteoporosis.

El analisis de expresion diferencial nos permitio analizar 885 miRNAs diferencialmente
expresados entre mujeres con osteoporosis y mujeres sin osteoporosis. La
comparacion entre los niveles de expresion de los miRNAs entre estos grupos de

estudio esta representada en la Figura 12, en forma de un grafico de volcan.

Antes de realizar una correccion por FDR, 46 miRNAs mostraron diferencias
significativas cuando se compararon mujeres con o0steoporosis contra mujeres sin
osteoporosis (p < 0.05). Los 10 miRNAs mas sobre regulados y los 10 miRNAs mas sub

regulados en el grupo de mujeres con osteoporosis se muestran en la Tabla 4.

Para los analisis de validacion se seleccionaron 4 miRNAs, dos sobre regulados hsa-
mMiR-708-5p y hsa-miR-3161 y dos sub regulados hsa-miR-4422 y hsa-miR-939-3p en
mujeres con osteoporosis. Estos miRNAs fueron seleccionados con base en un valor
crudo de p=< 0.05, un valor de log2 fold change + 1.5 y su rol potencial en la regulaciéon

de genes que participan en la osteoclastogénesis, de acuerdo con la literatura.
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Figura 12. Grafico de volcan. miRNAs diferencialmente expresados en MCSP de mujeres con
osteoporosis. Los triangulos hacia arriba (rojos) representan miRNAs sobre regulados y los triangulos
hacia abajo (verdes) representan miRNAs sub regulados.
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miRNA Log2 Fold Change Valor de p-
hsa-miR-708-5p 2.78 0.0029
hsa-miR-3161 1.98 0.0116
hsa-miR-328-5p 1.62 0.0005
hsa-miR-34b-5p 1.61 0.010
hsa-miR-6741-5p 1.49 0.0059
hsa-miR-6791-5p 1.16 0.0171
hsa-miR-181a-3p 0.96 0.0039
hsa-miR-501-3p 0.88 0.0032
hsa-miR-20b-3p 0.84 0.0194
hsa-miR-181b-3p 0.82 0.0127
hsa-miR-556-5p -0.79 0.0105
hsa-miR-2278 -1.02 0.0246
hsa-miR-4433b-3p -1.09 0.017
hsa-miR-1278 -1.15 0.0237
hsa-miR-3127-3p -1.26 0.0295
hsa-miR-7848-3p -1.33 0.0029
hsa-miR-4677-5p -1.36 0.0211
hsa-miR-133a-3p -1.47 0.0269
hsa-miR-939-3p -1.66 0.0116
hsa-miR-4422 -1.76 0.005

Tabla 4. Top de miRNAs sobre regulados y sub regulados en MCSP de mujeres con osteoporosis.
Los miRNAs diferencialmente expresados (p< 0.05 y log2 fold change + 1.5) estan indicados en negritas.
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Validacion de miRNAs diferencialmente expresados por RT-qPCR

Mediante un analisis por RT-gPCR se validd la expresion diferencial de los miRNAs
sobre regulados miR-708-5p y miR-3161, asi como de los sub regulados miR-939-3p y
miR-4422, previamente seleccionados tomando en cuenta el valor de p < 0.05, un valor
de log2 fold change + 1.5 y su posible papel en la regulacién de genes que participan

en la diferenciacion de monocitos a osteoclastos, de acuerdo con reportes previos.

Unicamente la sobre regulacién del miR-708-5p fue estadisticamente significativa en el
grupo de mujeres con osteoporosis. Los cambios en la expresion de los miR-3161, miR-
4422 y miR-939-3p no fueron estadisticamente significativos entre grupos. Sin
embargo, se puede observar una tendencia en los cambios de los niveles de expresion
del miR-3161 (sobrerregulacion) asi como de miR-4422 y miR-939-3p (subregulacion)

en mujeres con osteoporosis, como se puede observar en la Figura 13.
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Figura 13. Andlisis por RTgPCR de miRNAs diferencialmente expresados. Expresion relativa de los
miRNAs seleccionados con expresién diferencial en el grupo de mujeres con osteoporosis comparado
con el de mujeres sin osteoporosis. Solo se encontraron diferencias significativas en los cambios de los
niveles de expresion para miR-708-5p (* p = 0.01) de acuerdo con la prueba U de Mann-Whitney.
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Prediccion de genes blanco de miRNAs y analisis de enriquecimiento funcional.

Para investigar una posible asociacion funcional, se obtuvieron todos los genes blancos
validados para miR-708-5p reportados en las bases de datos de las plataformas miRNet
y miRTarBase. Se obtuvieron 104 genes blanco validados para miR-708-5p, los cuales
fueron sometidos a la herramienta basada en web STRING. El andlisis de
enriquecimiento funcional en STRING reveld 15 vias enriquecidas de acuerdo con
KEGG, las cuales contenian 17 genes sobre representados y asociados al metabolismo
0seo: AKT1, AKT2, CCND1, PARP1, SMAD3, CXCL5, FKBP5, MAP2K3, MMP2,

IKBKG, CCND3, CDKN1A, CRTC3, SRF, BCL2, CDKN1A y EDA2R.

Las vias de sefializacibn que contenian genes blanco-validados para miR-708-5p y
asociadas al metabolismo 6seo que se encontraron enriguecidas, fueron las vias de:
infeccion por HTLV-I, PIBK-AKT, TNF, JAK-STAT, MAPK, NF-Kappa B, Estrégenos,
HIF-1, FoxO, p53, Rapl, VEGF, Citocina-citocina, Wnt y diferenciacién de osteoclastos,

Como se muestra en la Tabla 5.

Después, los 17 genes blanco-validados y sobre representados en vias asociadas al

metabolismo 6seo junto con el miR-708-5p fueron analizados en IPA para construir una

red de interaccion (Figura 14).
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Via de sefalizacion # de Genes FDR Genes
HTLV-l infection 9 7.08E-09 AKT1,AKT2,CCND1,CCND3,CDKN1A,CRTC3,IKBKG,SRF,SMAD3
PI3K-Akt signaling pathway 7 6.37E-07 AKT1,AKT2,BCL2,CCND1,CCND3,CDKN1A,IKBKG
TNF signaling pathway 5 1.42E-06 AKT1,AKT2,CXCL5,IKBKG,MAP2K3
Jak-STAT signaling pathway 5 6.40E-06 AKT1,AKT2,CCND1,CCND3,CNTFR
Estrogen signaling pathway 4 2.51E-05 AKT1,AKTZ2,FKBP5MMP2
HIF-1 signaling pathway 4 3.44E-05 AKT1,AKT2,BCL2,CDKN1A
MAPK signaling pathway 5 4.26E-05 AKT1,AKT2,IKBKG MAP2K3,SRF
FoxO signaling pathway 5 5.82E-05 AKT1,AKT2,CCND1,CDKN1A, SMAD3
p53 signaling pathway 3 0.000288 CCND1,CCND3,CDKN1A
NF-kappa B signaling pathway 3 0.000597 BCL2,IKBKG,PARP1
Osteoclast differentiation 3 0.00134  AKT1,AKT2,IKBKG
Rap1 signaling pathway 3 0.00522  AKT1,AKT2,MAP2K3
VEGF signaling pathway 2 0.00744  AKT1,AKTZ2
Cytokine-cytokine receptor interaction 3 0.00943 CNTFR,CXCL5,EDA2ZR
Wnt signaling pathway 3 0.0321 SMAD3,CCND1,CCND3

Tabla 5. Andlisis de enriquecimiento funcional por KEGG. Vias de sefializacién que contienen genes

blanco-validados para miR-708-5p y que se encuentran relacionadas con el metabolismo 0seo.
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Figura 14. Andlisis de vias de interaccion. Red de interaccion entre miR-708-5p y su genes blanco
potenciales. Los circulos (amarillos) representan genes blanco pertenecientes a vias asociadas al
metabolismo 0seo. Los cuadrados (azules) representan a los genes que ademas fueron validados in
silico mediante los microarreglos de expresion. Las lineas soélidas representan interacciones directas y las
lineas punteadas interacciones indirectas. Las lineas curvas representan autorregulacion.
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Prediccion de genes blanco y validacion.

Los 17 genes blanco contenidos en las vias asociadas al metabolismo 6seo fueron
sometidos a una extensa busqueda bibliografica buscando referencias relevantes en
PubMed. Como resultado, se encontré que 10 genes blanco validados para miR-708-5p
han sido descritos o asociados al proceso de osteoclastogénesis: “AKT Serina /
Treonina Cinasa 1” (AKT1), “AKT Serina / Treonina Cinasa 2" (AKT2), “Ciclina D1”
(CCND1), “Polimerasa de poli (ADP-Ribosa) 1” (PARP1), “Miembro de la Familia SMAD
3” (SMAD3), “Ligando 5 de quimiocina de motivo C-X-C” (CXCL5), “Proteina de unién a
FK506 5” (FKBP5), “Proteina quinasa activada por mitégenos 3" (MAP2K3), “Metalo
peptidasa de matriz 2” (MMP2), y el “Subunidad gamma quinasa del inhibidor del factor

nuclear Kappa B” (IKBKG).

Para validar estos genes, se compararon los niveles de expresion con los de un set de
datos independiente, proveniente de un andlisis de microarreglos previamente
reportado'?*. Asumiendo, que un aumento en los niveles de expresién de un miRNA
deberia corresponder a una disminucion en los niveles de expresion del gen
blanco'*®.Observamos que 5 de los 17 genes blanco validados y asociados a la
osteoclastogénesis, AKT120149  AKT210 PARP1%!, FKBP5'%? y MAP2K3'3 se
encontraban diferencialmente expresados, en los datos provenientes de los
microarreglos de expresion. Los resultados de los analisis confirmaron una disminucion
en los niveles de expresion de estos genes entre los grupos de estudio (p = 0.008, p =
0.004, p = 0.01, p = 0.01 y p = 0.01, respectivamente.) como se puede observar en la

Figura 15.
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Figura 15. Andlisis in silico de genes blanco para miR-708-5p. Expresion relativa de genes blanco
para miR-708-5p con datos provenientes de microarreglos GeneChip Human U133-Plus 2.0 de Affymetrix
en el grupo de mujeres con osteoporosis comparado con el de mujeres sin osteoporosis (* p <0.05, ** p <
0.005, de acuerdo con la prueba U de Mann-Whitney).
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Modelo de diferenciacion celular in vitro de la osteoclastogénesis a partir de
monocitos circulantes humanos de sangre periférica.

Los MCSP provenientes de voluntarias sanas (Figura 16 A) fueron cultivadas en medio
suplementado con M-CSF y RANKL por 21 dias. Después de 14 dias de tratamiento
con citocinas, se pueden observar la presencia de células multinucleadas (Figura 16 B).
A los 21 dias de tratamiento con citocinas hay un incremento considerable en el tamafio

de las células, asi como en el nimero de nucleos por célula (Figura 16, C).

Para llevar a cabo la caracterizacion a nivel celular, las células fueron fijadas para
posteriormente realizar una tincion faloidina/DAPI. Las células fueron observadas con
ayuda de un microscopio de fluorescencia. Como puede observarse en la Figura 17 hay
presencia de células gigantes multinucleadas, caracteristica que define al linaje
osteoclastico'®. Por otro lado, las células fueron fijadas y se realizé la tincién para
TRAP. En las células TRAP positivas pueden observarse pequefios puntos color

granate los cuales corresponden a los sitios de actividad (datos no mostrados
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20X
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Figura 16. Modelo de diferenciacién celular in vitro de la osteoclastogénesis a partir de monocitos
circulantes de sangre periférica. Monocitos circulantes de sangre periférica sin tratamiento con M-CSF
y RANKL (A). Células multinucleadas después de 14 dias de tratamiento con M-CSF y RANKL (B).
Células gigantes multinucleadas después de 21 dias de tratamiento con M-CSF y RANKL (C).
Microscopio digital, 1zquierda 20X y derecha 40X.
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Figura 17. Caracterizacion celular de osteoclastos. Tincion faloidina/DAPI en células multinucleadas
después de 21 dias de tratamiento con M-CSF y RANKL. En rojo se puede observar la f-actina que
conforma el citoesqueleto de las células y en azul los ndcleos tefiidos por el DAPI. Microscopia de
fluorescencia, 20X.
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Por ultimo, se realizd una extraccion de RNA para realizar la caracterizacion a nivel
molecular donde se evalu6 por RT-gPCR en MCSP y en células después de 21 dias de
tratamiento con citocinas, la expresion de marcadores osteoclasticos como la Anhidrasa
carbonica (CA2), Catepsina K (CTSK) y Fosfatasa acida resistente al tartrato (ACP5) y

del Receptor de fractalquina (CX3CR1), un marcador monocitico.

En la Figura 18 se puede observar que los niveles de expresion de CA2, CTSK y ACP5
incrementan considerablemente después de los 21 dias de tratamiento con citocinas
mientras que los niveles de expresion de CX3CR1 casi desaparecen. CA2, CTSK y
ACP5 son genes que se utilizan como marcadores caracteristicos de osteoclastos ya
que tienen funciones esenciales en la actividad osteoclastica, como la fusion del
citoesqueleto, la acidificacion del microambiente del hueso y la degradacién de la matriz
mineral, por lo que son genes clave para llevar a cabo el proceso de reabsorcion ésea,
mientras que CX3CR1 es un gen que mantiene la homeostasis de los monocitos y

promueve su supervivencial®-157,
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Figura 18. Caracterizacién molecular de osteoclastos. Andlisis por RT-gPCR de genes especificos de
osteoclastos (ACP5, CA2 y CTSK) y uno especifico de monocitos (CX3CR1). Las barras grises
representan MCSP sin tratamiento con citocinas. Las barras moradas representan osteoclastos 21 dias
después de tratamiento con M-CSF y RANKL.
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Andlisis funcional del miR-708-5p

Se realiz6 la cotransfeccion en células HEK-293 y Saos-2 en 4 condiciones diferentes:

1.- pmirGLO (sin AKT1 3’'UTR) + pCMV-MIR 708
2.- AKT1 3'UTR pmirGLO
3.- AKT1 3'UTR pmirGLO + pCMV-MIR 708

4.- AKT1 3UTR pmirGLO + pCMV-MIR 383

En ambas lineas celulares se observé una disminucion no significativa en la actividad
de luciferasa cuando se contransfectan AKT1 3’'UTR pmirGLO + pCMV-MIR 708
comparandolo con pmirGLO (sin AKT1 3'UTR) + pCMV-MIR 708, sin embargo,
podemos observar el mismo fendmeno cuando comparamos la condicién AKT1 3'UTR

pmirGLO con pmirGLO (sin AKT1 3'UTR) + pCMV-MIR 708 (Figura 19).
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Figura 19. Ensayo de gen reportero de luciferasa. Actividad relativa de luciferasa en las lineas
celulares Saos-2 y HEK-293 después de ser cotransfectadas en 4 condiciones diferentes.
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DISCUSION

En este trabajo, se identificaron miRNAs diferencialmente expresados en MCSP
provenientes de mujeres postmenopausicas mexicanas con osteoporosis, mediante
secuenciacion de RNAs pequeiios, validacion por RT-gPCR vy analisis de
enriquecimiento funcional. Ademas, se realizd el establecimiento de un modelo de
diferenciacion in vitro de la osteoclastogénesis a partir de MCSP, el cual fue
caracterizado a nivel bioquimico, celular y molecular, el cual servird para estudios
posteriores. Uno de los principales hallazgos de este trabajo es la identificacion del
miR-708-5p como posible marcador de la osteoporosis postmenopausica, sumandose a
otros miRNAs que han sido reportados previamente como miR-133a, miR-422a, miR-

1270 y MiR-194-5p124158-160,

El miR-708-5p ha sido previamente identificado en cancer cervical e involucrado en
otras enfermedades como des6rdenes degenerativos y patologias cardiovasculares, asi
como en la respuesta inmune®:162. Fueron examinadas posibles fuentes celulares del
miR-708-5p. De acuerdo con la base de datos de expresion de microRNAs humanos
miRmine®3, la cual es una colecciéon de perfiles de expresién de diferentes sets de
datos publicos de secuenciacion de miRNAs, el miR-708-5p fue descrito en células de
osteosarcoma (linea celular 143B), y no se encuentra presente en suero de mujeres
postmenopausicas. Por otro lado, datos normalizados provenientes de la base de datos
publica The Human miRNA Tissue Atlas!®4, mostraron bajos niveles de expresion para
miR-708-5p en hueso en comparacion con otros tejidos como cerebro, pulmon y colon.
Sin embargo, reportes recientes mostraron que miR-708-5p es un supresor de la

diferenciacion mesenquimal de células madre tanto a nivel adipogénico como a nivel
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osteogénico'®®. De acuerdo con nuestro conocimiento, el miR-708-5p no habia sido

identificado en monocitos circulantes, ni relacionado con un fenotipo osteoporaotico.

Mediante analisis bioinformaticos se identificaron y clasificaron genes blancos validados
para miR-708-5p. El analisis de enriquecimiento funcional mostré6 quince vias de
sefalizacion de KEGG estadisticamente significativas y asociadas al metabolismo 6seo.
Hay dos de ellas que vale la pena remarcar; la via de diferenciacion de osteoclastos y la
via de sefalizacion de WNT, las cuales comprenden y modulan la biogénesis de dos
tipos celulares mas importantes y cruciales en el remodelado 6seo y el metabolismo del
hueso; los osteoclastos y los osteoblastos, respectivamente. Adicionalmente, a través
de una busqueda en la literatura y partiendo de los genes previamente identificados, se
encontraron 10 genes blanco clave para miR-708-5p relacionados con la diferenciacion
de monocitos a osteoclastos y con osteoporosis: AKT1, AKT2, CCND1, PARP1,
SMAD3, CXCL5, FKBP5, MAP2K3, MMP2, e IKBKG. Adicionalmente, cinco de estos
genes blanco (AKT1, AKT2, PARP1, FKBP5 y MAP2K3) mostraron cambios en sus
niveles de expresion, confirmando la hipotesis en donde la sobreexpresion del miR-708-
5p conlleva a una disminucion en la expresion de sus genes blanco, de acuerdo con un
analisis de expresion utilizando microarreglos de MCSP provenientes de un grupo

independiente de mujeres postmenopausicas con osteoporosis?4,

Reportes previos han remarcado la importancia en el metabolismo del hueso, asi como
en la osteoclastogénesis, de estos cinco genes encontrados como blancos potenciales

del miR-708-5p.
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AKT1

AKT o proteina quinasa B, es un gen que codifica para una serina treonina quinasa que
tiene un papel importante en diferentes procesos celulares como el metabolismo de la
glucosa, apoptosis, proliferacion celular, transcripcion y migracion. También es
conocido por ser un potente transductor de sefiales de algunos factores anabdlicos del
hueso como IGF-I, BMP y Wnt. Existen tres miembros de la familia Akt: Aktl, Akt2 y
Akt3. La expresion de Aktl y Akt2 ha sido reportada de forma similar en varios tejidos,
aunque la expresion de Akt2 es predominante en tejidos blanco de la insulina como la
grasa, el higado y el musculo. AKT es considerada una molécula extremadamente
esencial debido a los efectos que resultan de su disfuncion en diferentes
enfermedades’®®. De los tres miembros que componen a la familia Akt, Aktl es la
isoforma mas comun tanto en osteoclastos como en osteoblastos. Un estudio en
ratones mostré que AKT1 es un regulador clave de osteoclastos y osteoblastos porque
promueve su supervivencia y diferenciacion manteniendo la masa 6sea y el recambio
del hueso'®’. Por otra parte, Mukherjee y colaboradores!®® identificaron que AKT1 tiene

la capacidad de modular la diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos.

AKT2

Algunos estudios identificaron a AKT2 como un regulador esencial de la osteogénesis
mediada por IGF. La deficiencia de Akt2 inhibe la diferenciacion regulada por BMP2 de
células madre mesenquimales hacia osteoblastos. Se ha visto que la restitucion de

AKT2, asi como la sobreexpresion del factor maestro de transcripciéon en osteoblastos,
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RUNX2, suprime la diferenciacion osteoblastica. Estas observaciones clarifican papeles
importantes para AKT2 durante la diferenciacion osteogénica, indicando que AKT1 y
AKT2 podrian tener diferentes efectos y consecuencias en la diferenciacion de
precursores mesenquimales!®6%170 | os resultados presentados en este trabajo
confirman hallazgos previos’! y sugieren que AKT1 y AKT2 podrian tener un rol
relevante en el desarrollo de la osteoporosis mediante la regulacion del proceso de
diferenciacion de osteoclastos. Debido a que existen escasos estudios de validacion
funcional de Akt en humanos, andlisis adicionales son fundamentales para explicar la
posible funcion de AKT1 y AKT2 en el proceso de diferenciacion de osteoclastos y del

desarrollo de la osteoporosis.

PARP1

PARP1, también llamado “ADP-ribosiltransferasa difteria tipo toxina 1” es un miembro
de la familia de las ADP-ribosiltransferasas que utiliza NAD* para la sintesis de
polimeros de ADP-ribosa en proteinas aceptoras!’?. La familia ARTD en humanos,
consiste en 18 proteinas ya sea con mono o poli actividad ADP-ribosiltransferasa y
todas comparten el mismo motivo ARTD en su dominio homélogo catalitico. El efecto
positivo 0 negativo que ejerce PARP1 en la expresién génica resulta principalmente de
su cooperacion con factores de transcripcion como NF-kB, asi como del remodelado y
modificacion de la cromatina. Evidencia acumulada ha relacionado la actividad de
PARP1 con la diferenciacion celular y con el compromiso de las células en procesos de

diferenciacion terminall’3.
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Dos estudios recientes mostraron que PARP1 promueve la diferenciaciéon in vitro de
células madre mesenquimales hacia osteoblastos, lo que sugiere una posible
participacion de PARP1 en el remodelado 6seo!’#1’5, PARP1 reprimié la expresion
de factores osteoclasticos incluyendo a Tracp y Tcirgl en osteoclastogénesis
inducida por RANKL'’6. Esto sugiere que PARP1 podria estar modulando la

diferenciacion de osteoclastos y por consecuente, el remodelado 6seo.

Otros trabajos demostraron que una mutante de PARP1 inhibe la osteoclastogénesis,
mientras que su silenciamiento o la supresion de su actividad enzimatica, promueve
la funcién y diferenciacion de osteoclastos, indicando que una mutante estable de
PARP1 regula de manera negativa la diferenciacion de osteoclastos!’31’7. Sin
embargo, estudios adicionales son necesarios para mejorar el conocimiento sobre el

papel de PARP1 en la homeostasis del hueso.

FKBP5

La fosforilacion del inhibidor de NF-kB alfa (IKBKB)'’® es mediada por la asociacién del
inhibidor de kappa B quinasa alfa (IKKa) y su cofactor FKBP5, lo que causa la
degradacion de IKBKB mediada por el proteasoma, la translocacion al ntucleo de NF-kB
y por lo tanto su activacion'’®. Se sabe que la expresion del mMRNA de FKBP5 en
células CD34* de medula 6sea es mayor en artritis reumatoide que en osteoartritis. Ya
qgue las células de médula 6sea CD34* son células hematopoyéticas pluripotentes, la

sobrexpresion de FKBP5 puede desencadenar diferentes efectose0.
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Otros estudios han revelado que células de médula 6sea CD34" tienen la capacidad de
diferenciarse a osteoclastos en presencia de M-CSF y RANKL. Por lo tanto, es posible
que la sobreexpresion de FKBP5 en células de médula 6sea CD34* contribuya al
desarrollo de osteoporosis en pacientes con artritis reumatoide®l, También se sabe que
FKBPS5 tiene un efecto directo en la diferenciacion de osteoclastos en la linea celular de
macrofagos murinos RAW 264.7, mediante un mecanismo alternativo a la activacion por
NF-kB. Esta observacion apoya que la sobreexpresion de FKBP5 regula de manera
parcial la osteoporosis inducida por glucocorticoides. Recientemente, la mutacion
c.163G>C en FKBP5 fue asociada a un aumento en la actividad y diferenciacion de

osteoclastos en osteitis deformante, mejor conocida como enfermedad de Paget!82183,

MAP2K3

Las proteinas MAPK son un grupo de proteinas que transducen cambios a las células
influenciando su proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Por lo general, las MAPK
actuan fosforilando factores de transcripcion, lo que permite la reprogramacion
transcripcional de las células para adaptarse al ambiente. Estas respuestas son
reguladas por la activacion de tres vias de sefializacion principales: ERK, JNK, y MAPK
p38. Cada via esta organizada de manera similar, una activacion sucesiva de quinasas
rio arriba conduce a la activacién de su respectiva MAPK. La familia MAPK p38 esta
compuesta por reguladores esenciales de la osteoclastogénesis mediada por RANKL,
lo que las ha hecho candidatas a blancos terapéuticos para la osteoporosis'®*. MKK6 y
MKK3, también conocida como MAP2K3 pueden regular de forma diferencial la funcién

de MAPK p38185, Estudios en ratones ovariectomizados mostraron que la deficiencia de
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MAP2K3 esta relacionada con un fenotipo de alta masa 6sea y con la subexpresion de
NFATc1, uno de los factores mas importantes en la regulacién de la diferenciacién de
osteoclastos. La deficiencia de MAP2K3 altera la masa 0Osea in vivo mediante la
regulacion del nimero de osteoclastos!®. De esta forma, MAP2K3 podria ser un
potencial blanco terapéutico ya que su expresion podria modular la pérdida de hueso y
consecuentemente tener efectos positivos en la homeostasis 6sea controlando la

funcién y/o diferenciacion de los osteoclastos.

La osteoporosis es una enfermedad asociada a la edad y al envejecimiento de la
poblaciénd. En los resultados de este trabajo, la edad del grupo de mujeres sin
osteoporosis (68.8 afios) como la del grupo de mujeres con osteoporosis (70.4 afios)
fueron muy similares, excluyendo la posibilidad de que la identificacion del miR-708-5p
pudiera haber sido influenciada por la edad de las participantes (p < 0.26). Ademas, los
valores similares en el indice de masa corporal (IMC) de ambos grupos (p < 0.87)
reflejan que el peso y la estatura no tienen efecto en la identificacion del miRNA en
MCSP de mujeres con osteoporosis. En cambio, los valores de T-score y DMO de
cadera, muestran claras diferencias entre los grupos de estudio (p < 0.0006) haciendo
posible distinguir de forma precisa al grupo de mujeres con osteoporosis del grupo de
mujeres sin osteoporosis. Por consiguiente, el miRNA identificado en este trabajo tiene

mas probabilidades de estar asociado con el estado de osteoporosis postmenopausica.

Todas las células del cuerpo comparten el mismo genotipo, aun asi, solo un niumero
definido de genes son expresados de manera tejido y tiempo especifico. Esto es lo que

permite a los organismos adaptarse al ambiente. Los mecanismos epigenéticos son
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responsables de esta adaptacion. Aunque el prendido y apagado de genes parece estar
relacionado a cambios especificos, como los de la metilacion del DNA, mecanismos de
regulacion postranscripcional como los miRNAs podrian tener un papel mucho mas
importante en la regulacion de la sintesis de proteinas en intervalos cortos de tiempo?®®’.
Debido a esto, los mecanismos mediados por miRNAs son buenos candidatos de ser
explorados como potenciales reguladores del remodelado 6seo. Se ha demostrado que
la secuenciacibn de RNAs pequefios es util para identificar miRNAs que son
importantes en la regulacion de una gama de procesos, incluido el desarrollo,
establecimiento y mantenimiento de la diferenciacion celular. Por otro lado, los miRNAs
han mostrado ser mucho mas estables que mMRNAs en diferentes microambientes y
condiciones, como plasma, suero y orina ademas de poder ser medidos con mucha
mas sensibilidad que las proteinas, principalmente por el hecho de que pueden ser

amplificados por RT-PCR?*?,

Es esperado que los cambios en los niveles de expresion de los miRNAs entre las
mujeres sin 0steoporosis y con osteoporosis sean sutiles, como ha sido reportado por
otros grupos?®®188  Sin embargo, estas pequefias diferencias podrian verse
incrementadas de forma exponencial en microambientes especificos como es el caso
del hueso'®. Este es uno de los pocos estudios dirigidos al andlisis de los niveles de
expresion de miRNAs en MCSP utilizando secuenciacion de nueva generacion. Sin
embargo, estos resultados deben interpretarse de forma cautelosa y teniendo en cuenta

sus limitaciones.

Primero, el tamafio de muestra utilizado en este trabajo es relativamente pequefio

aunque comparable con otros estudios que han utilizado secuenciacion de nueva
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generaciéon (RNA-Seq) en MCSP asi como en otras enfermedades!?®19.191  Ppor
consiguiente, Unicamente fue posible validar un microRNA que mostrara cambios claros
en su expresion entre grupos. Por lo que otros miRNAs con cambios mas sutiles en su
expresion podrian haber pasado desapercibidos, de tal forma que mas miRNAs

asociados a osteoporosis podrian ser identificados con un tamafio de muestra mayor.

Segundo, en lugar de ajustar para comparaciones multiples, en este trabajo se trabajo
con valores crudos de p para evitar la pérdida de poder estadistico. En este contexto,
los posibles falsos positivos fueron controlados mediante la confirmacién por RT-gPCR
de la expresion diferencial del miR-708-5p como resultado del andlisis de secuenciacion
de RNAs pequeiios, asi como la disminucién de la expresién de los posibles genes
blanco fue confirmada por el andlisis in silico mediante los datos provenientes de

microarreglos de expresion.

Tercero, no fue posible validar la unién del miR-708-5p a la region 3'UTR de AKT1. Sin
embargo, se pudo observar que la actividad de la luciferasa es mayor cuando se
transfecta el miR-708-5p con el vector pmirGLO vacio. Cuando se cotransfecta el miR-
708-5p junto con el vector pmirGLO que contiene la 3’UTR de AKT1 se observa una
disminucion no significativa en la actividad de la luciferasa. Este mismo efecto es
observado cuando se transfecta Unicamente el vector pmirGLO que contiene la 3UTR
de AKT1 (sin el miR-708-5p) y cuando se cotransfecta el miR-383 (control negativo)
junto con el vector pmirGLO que contiene la 3’UTR de AKTL1. Estos resultados fueron
obtenidos en ambas lineas celulares (Saos-2 y HEK-293) y nos indican que los cambios

observados en la actividad de la luciferasa son independientes del efecto del miR-708-
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5p, lo que sugiere que podrian existir elementos externos no considerados en estos

experimentos que podrian estar uniéndose a la regién 3’'UTR de AKT1.

La region 3’'UTR de AKT1 contiene 3 sitios de union predichos para miR-708-5p y de
acuerdo con las bases de datos de MiRNet y miRTarBase, AKT1 es un gen blanco
validado experimentalmente para miR-708-5p. Sin embargo, es importante sefalar que
esta validacion fue realizada por la técnica de western blot, en la cual se observo una
disminucién en los niveles de proteina de AKT1 como resultado de la sobreexpresion
del miR-708-5p'®?, por lo que es necesario evaluar a nivel transcripcional estos
resultados, y/o en un modelo de diferenciacibn monocito-osteoclasto. Una posible
alternativa para estudios posteriores es clonar independientemente cada uno de los tres
sitios de union para miR-708-5p presentes en la regién 3’'UTR de AKT1, asi como las
mutantes de cada uno, para poder comprobar la regulacion postranscripcional de AKT1

mediante la unién especifica del miR-708-5p a esta region.

Finalmente, el establecimiento del modelo de diferenciacion in vitro de la
osteoclastogénesis nos ofrece una amplia gama de posibilidades para estudios
posteriores. La generacioén in vitro de osteoclastos a partir de precursores monociticos
de sangre periférica permite el estudio de estas células, ya que el aislamiento de
osteoclastos directamente de hueso es un procedimiento extremadamente
complicado'®3. Ademas, nos ofrece la posibilidad de trabajar con osteoclastos humanos
diferenciados a partir de MCSP de pacientes sanos y/o con alguna patologia, como es
el caso de la osteoporosis. Esto nos da un acercamiento aun mayor de lo que podria
estar sucediendo en el microambiente del hueso, asi como en el posible impacto que

podrian tener estas células en el desarrollo de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

1.- Este es el primer estudio en el cual el microRNA hsa-miR-708-5p ha sido
identificado en monocitos circulantes de sangre periférica (precursores de osteoclastos)

y asociado a la osteoporosis postmenopausica.

2.- Mediante andlisis bioinformaticos y una validacion in silico, se identificaron genes
blanco y vias de sefalizacion de gran relevancia en el metabolismo 6seo, los cuales
resaltan a hsa-miR-708-5p como una molécula que podria ser de importancia en la

fisiopatologia y el desarrollo de la osteoporosis.

3.- Los resultados obtenidos en este trabajo en conjunto con los reportes previos para
AKT1, AKT2, PARP1, KKBP5 y MAP2K3 en la diferenciacion de monocitos a
osteoclastos sugieren que hsa-miR-708-5p podria estar regulando la expresion de estos

genes y participando de esta forma en el desarrollo de la osteoporosis.

4.- La secuenciacion de nueva generacion, en especial small RNA-Seq, proporcionan
una vision mas en detalle de la regulacién postranscripcional, la cual puede ser (til para
identificar microRNAs y sus genes con potencial como blancos terapéuticos que puedan
contribuir al tratamiento de la osteoporosis, asi como para el posible uso de microRNAs
como potenciales marcadores que posibiliten la deteccion temprana de esta

enfermedad.
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5.- En este estudio no fue posible determinar el posible papel funcional del microRNA
miR-708-5p en el metabolismo &éseo, por lo que son necesarios estudios adicionales
para determinar su posible papel en la diferenciacion monocito-osteoclasto, asi como

en la fisiopatologia de la osteoporosis.

6.- En la busqueda de modelos de estudio para analisis funcionales de las moléculas
involucradas en la diferenciacion de monocito a osteoclasto, fue posible establecer un
modelo de diferenciacion de monocitos a osteoclastos que servira como punto de

partida para futuros estudios.
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