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RESUMEN 

La osteoporosis es una enfermedad sistémica que se caracteriza por la pérdida de masa 

ósea y deterioro de la microarquitectura del hueso, aumentando la fragilidad y el riesgo de 

fractura. Esta enfermedad se origina por alteraciones en el Remodelado óseo, donde una 

mayor actividad de los osteoclastos (reabsorción ósea) supera la actividad de los 

osteoblastos (formación ósea) conduciendo al desarrollo de huesos porosos susceptibles a 

fracturas. Un modelo ampliamente utilizado en el estudio de la osteoporosis son los 

monocitos circulantes, ya que son células precursoras de osteoclastos y tienen la capacidad 

de expresar marcadores característicos de estas células, tales como: Interleucina 1 (IL1), 

Interleucina 6 (IL6) y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α). Por otro lado, los microRNAs 

(miRNAs), son una clase de RNAs pequeños, no codificantes, que regulan la expresión 

pos-transcripcional de sus genes blancos. Estas moléculas juegan un papel importante en 

múltiples procesos biológicos como: migración, invasión, diferenciación, muerte celular, 

entre otros y en los últimos años se ha propuesto como reguladores de enfermedades 

asociadas al metabolismo óseo como la osteoporosis. El objetivo de este trabajo fue 

identificar miRNAs diferencialmente expresados en monocitos circulantes de sangre 

periférica de mujeres posmenopáusicas con DMO normal y DMO baja.  

A través de la tecnología de los microarreglos GeneChip miRNA 4.0 y HGU 133 plus 2.0 de 

Affymetrix se identificaron miRNAs diferencialmente expresados. A través de un análisis 

bioinformático se realizó la búsqueda de genes blancos de cada miRNA seguido de una 

comparación entre los genes blancos y los genes sub-expresados encontrados en el 

microarreglo HGU133 plus 2.0. Los genes que resultaron significativos fueron sometidos a 

un análisis de vías de señalización para identificar procesos asociados al metabolismo óseo 

y osteoporosis. Los miRNAs, así como sus respectivos genes blancos con un papel 

importante en el metabolismo óseo fueron validados por RT-qPCR. 

Se identificaron 3 miRNAs sobre-expresados en el grupo de baja DMO: miR-1270, miR-

548x-3p y miR-8084. Algunos de los genes blancos de cada miRNA mostraron un papel 

importante en vías de señalización asociadas al metabolismo óseo como IRF8 el cual es 

un gen blanco de miR-1270 con una función anti osteoclastogénica, cuya regulación 

mediada por miR-1270 promovería la constante diferenciación de osteoclastos y por lo tanto 

el desarrollo de huesos porosos característicos de la osteoporosis. 
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INTRODUCCIÓN 

 

OSTEOPOROSIS  
 

De acuerdo con el consenso realizado el pasado 27 al 29 de marzo del año 2000 por los 

institutos nacionales de la salud (NIH) sobre prevención, diagnóstico y terapia de la 

osteoporosis (OP), esta enfermedad se define como un trastorno esquelético caracterizado 

por una resistencia ósea comprometida que predispone a un mayor riesgo de fractura [1]. 

Anteriormente se pensaba que la OP era parte del ciclo natural del envejecimiento de las 

mujeres sin considerar edad o género. Sin embargo, esta enfermedad es en gran parte 

prevenible debido a los grandes avances científicos en la comprensión de sus causas, 

diagnóstico y tratamiento. Gracias a esto, ahora se sabe que la salud ósea es un proceso 

que debe optimizarse a lo largo de la vida tanto en hombres como en mujeres ya que existen 

múltiples factores que influyen en la salud ósea durante distintas etapas de la vida y son 

esenciales para prevenir el desarrollo de esta enfermedad y sus devastadoras 

consecuencias. 

 

ANTECEDENTES HISTÓRICOS  
 

La OP es una enfermedad tan antigua como la historia del ser humano, la primera 

concepción patológica registrada se origina en el siglo XIX por patólogos alemanes. En 

estos registros se distinguen tres tipos de enfermedades óseas: osteomalacia, osteoporosis 

y osteítis fibrosa quística [2]. Sin embargo, la primera descripción de OP data del siglo VII 

a manos del médico bizantino Paulus Aegineta quien realizó la primera caracterización de 

esta enfermedad en su enciclopedia Epitome, Hypomnema o Memorandum la cual tuvo 

fuerte influencia en los estudios de medicina de la época. Más adelante, en 1597 esta 

descripción de huesos porosos fue nuevamente caracterizada y mejorada por el italiano 

Marcus Donatus y fue hasta 1751 que el profesor de anatomía francés Joseph-Guichard 

Du Verney en su obra Traité de maladies des os, describe un trastorno en el que la 

concavidad de los cuerpos vertebrales invaden el disco intervertebral (actualmente 

conocida como nódulo de Schmorl), atribuyendo este proceso y el consecuente aumento 

de la cifosis vertebral a la fragilidad ósea, que es la consecuencia patológica de la 

osteoporosis [3]. 
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A principios del siglo XX el término “osteoporosis” fue acuñado por el patólogo germano-

francés Lobstein quien originalmente la nombro como “ortogénesis imperfecta” sin 

embargo, aún no se consideraba esta enfermedad como una entidad clínica, sino que se 

relacionaba con problemas de mala absorción, hiperparatiroidismo, obstrucción biliar, entre 

otras causas. Es hasta 1941 que se comienza a definir esta enfermedad como una entidad 

propia, basada en una definición anatómica-patológica que se describe como un trastorno 

en el que hay carencia de tejido óseo, si es que el tejido existente se encuentra totalmente 

calcificado, lo cual permite diferenciarla de la osteomalacia en la que hay un retraso o 

ausencia de mineralización de la matriz mineral ósea. Estos antecedentes permitieron abrir 

el camino para el estudio etiológico, diagnóstico y terapéutico de la OP [2]. 

Actualmente el conocimiento que se tiene sobre la naturaleza de la OP es solo parcial, lo 

que explica que aún no dispongamos de una definición completa de la misma y por lo tanto 

resulte difícil el establecimiento de sus criterios diagnósticos. Además de la definición 

propuesta por NIH 2010, la mayoría de los autores coincide en definir la OP como “una 

disminución de la masa ósea por unidad de volumen” y lo que realmente dificulta generalizar 

esta definición, es evaluar lo que se puede considerar como masa ósea normal, ya que esta 

varía fisiológicamente según edad, sexo, origen étnico etc.  

La característica diferencial de la OP radica en la disminución de la densidad ósea a nivel 

de tejido esponjoso que conlleva a una disminución y adelgazamiento de las fibrillas, las 

cuales proporcionan una mayor transparencia radiológica del hueso. De este modo, la 

pérdida de tejido esponjoso seria la causa de fracturas a nivel vertebral, mientras que la 

pérdida de tejido óseo compacto seria la causa de fracturas de los huesos largos. Tomando 

en cuenta lo anterior, podemos considerar a la OP como una disminución de masa ósea, 

hasta el punto de poner al paciente en riesgo de sufrir una fractura espontanea tras un 

traumatismo mínimo [2].  

Esta definición se asocia a un concepto cuantitativo relacionado con la densidad ósea y a 

uno cualitativo asociado a la alteración de la arquitectura del hueso. A pesar de esto, durante 

toda la década de los 90's predomino el concepto cuantitativo que vino a ser reforzado en 

1994 por un grupo de expertos de la organización mundial de la salud (OMS) para 

establecer una clasificación de valor practico que actualmente se encuentra vigente. Esta 

clasificación consiste en comparar la masa ósea cuantificada por densitometría de un 

individuo determinado con la media del pico de masa ósea que se alcanza al final de la 

juventud denominado como T-score del cual se hablara más adelante [4]. 
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Esta propuesta se aceptó rápidamente de forma generalizada permitiendo definir los 

conceptos de osteopenia y osteoporosis sin fractura, de este modo es posible detectar 

individuos en riesgo para así tener la posibilidad de prevenir y tratar esta enfermedad 

oportunamente. Lo anterior se vio reforzado por el hecho de que la disminución de la masa 

ósea es un determinante muy importante del riesgo de fractura. Sin embargo, un 

inconveniente que ha generado esta clasificación de la OMS es la creación del subgrupo 

denominado osteopenia, un concepto más académico que real debido a que es una 

situación teórica y conceptualmente epidemiológica, en la que la densidad mineral ósea no 

es ni normal ni osteoporotica [5].  

Un ejemplo de esta situación es el estudio OFELY, en el que el 48% de las fracturas de una 

población de 671 mujeres posmenopáusicas se produjeron en mujeres con osteopenia 

mientras que el 44% de estas fracturas se produjeron en las que tenían criterios 

densitométricos de osteoporosis [6]. Por lo que es importante tener en cuenta que el riesgo 

de fractura no viene determinado solo por la masa ósea, sino que otros factores como la 

edad, sexo, tratamientos farmacológicos, origen étnico y antecedentes hereditarios pueden 

predisponer la misma o mayor incidencia de fractura sobre el individuo que la padece, sin 

necesidad de una densidad mineral ósea baja. 

 

CLASIFICACIÓN DE LA OSTEOPOROSIS 
  

Existen muchas clasificaciones de la OP basadas en diferentes criterios como: extensión 

anatómica (localizada y generalizada), edad de inicio (juvenil, del adulto, posmenopáusica, 

senil), etiología (primaria, secundaria), etc. La clasificación clásica de la OP diferencia a la 

OP primaria en dos tipos: 1) Posmenopáusica (tipo I) y senil (tipo II).  

1.3.1 Osteoporosis primarias 

Constituye el grupo más amplio, incluye los casos de OP en los que no se identifica ninguna 

enfermedad que la justifique directamente. 

1.3.2 Osteoporosis idiopática juvenil y Osteoporosis del adulto joven 

Afecta a niños o adultos jóvenes de ambos sexos con función gonadal anormal. La OP 

idiopática juvenil es un trastorno raro que se inicia entre los 8 y 14 años. Se manifiesta por 

la aparición brusca de dolor óseo y de fracturas con traumatismos mínimos.  El trastorno 

remite por si solo en muchos casos y la recuperación ocurre de forma espontánea en un 

plazo de 4 ó 5 años.  
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La OP idiopática del adulto joven se observa en varones jóvenes y mujeres pre 

menopáusicas en las que no se objetiva ningún factor etiológico. El comienzo del trastorno 

en algunas mujeres aparece con el embarazo o poco después. Estas mujeres presentan 

disminuciones de la DMO del hueso trabecular que pueden permanecer baja durante 

muchos años. La terapia con estrógenos no es adecuada en este tipo de OP. La evolución 

es variable y a pesar de que los episodios de fracturas recurrentes son característicos, no 

se produce un deterioro progresivo en todos los afectados [7]. 

 

Osteoporosis posmenopáusica (tipo I). 

Ocurre en un sub-grupo de mujeres posmenopáusicas de 51 a 75 años y se caracteriza por 

una perdida acelerada y desproporcionada de hueso trabecular (alta remodelación ósea). 

Las fracturas de los cuerpos vertebrales y de la porción distal del radio son complicaciones 

frecuentes. Se observa disminución de la actividad PTH para compensar el aumento de la 

reabsorción ósea. El tratamiento antirreabsortivo es eficaz para frenar la pérdida ósea [8]. 

 

Osteoporosis senil (tipo II) 

Se detecta en algunas mujeres y varones de más de 70 años como consecuencia de un 

déficit de la función de los osteoblastos (bajo remodelado óseo). Otros factores 

etiopatogénicos son: sedentarismo-inmovilización, mala absorción intestinal de calcio y 

trastornos nutricionales que ocasionan déficit de vitamina D e hiperparatiroidismo 

secundario. Se asocia con fracturas de cuello femoral, porción proximal del humero y pelvis, 

por afectarse tanto el hueso cortical como el trabecular. El tratamiento antirreabsortivo es 

menos eficaz en este tipo de OP, tal y como cabe esperar por su mecanismo patogénico 

[9]. 

Osteoporosis secundarias  

Se clasifican en este grupo todos los casos de OP que son consecuencia o una 

manifestación acompañante de otras enfermedades o de su tratamiento. La mayoría de 

estas causas se describen en la tabla 1. La importancia de identificarlas adecuadamente 

radica en que esto nos permite llevar a cabo una terapia etiológica. Además, estas 

entidades patológicas deben tenerse en cuenta como factores de riesgo de OP [10]. 
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Tabla 1. Causas de osteoporosis secundaria  

1. Enfermedades endocrinológicas 
a) Estados hipogonadales 

               Insensibilidad a los andrógenos 

              Trastornos de conducta alimentaria 

              Amenorrea de los atletas 

              Trastornos de conducta alimenticia 

              Hiperprolactinemia 

              Panhipopituitarismo 

              Menopausia precoz 

              Síndrome de Turner o Kinefelter  

b) Patologías endocrinas 

              Acromegalia 

              Insuficiencia suprarrenal  

              Enfermedad de Cushing  

              Diabetes mellitus tipo 1 

              Hiperparatiroidismo  

              Déficits nutricionales (Ca, Vit. D, Mg, etc.).   

5. Miscelánea 
Alcoholismo 

Amiloidosis 

Sarcoidosis 

Fibrosis quística 

Insuficiencia cardiaca congestiva 

Enfisema 

Enfermedad renal terminal 

Hipercalcuria idiopática 

Esclerosis múltiple 

Nutrición parental 

Anorexia nerviosa 

1. Enfermedades gastrointestinales 
Enfermedad celiaca  

Gastrectomía 

Mala-absorción 

Enfermedad inflamatoria intestinal 

Cirrosis biliar primaria 

Enfermedad Hepática grave 

Insuficiencia pancreática exocrina 

6. Trasplante de órganos 
Trasplante de médula 

Trasplante de riñón, hígado, corazón o 

pulmón. 
 

2. Trastornos genéticos  
Hemocromatosis  

Hipofosfatasia 

Ontogénesis imperfecta  

Síndrome de Ehlers-Danlos 

Síndrome de Marfan 

Síndrome de Menkes 

Síndrome Riley-Day 

Porfirias  

Enfermedad de depósito   

7. Drogas 
Anticoagulantes: heparina y cumarínicos 
Anticomiciales 
Ciclosporina y tracolimus 
Drogas citotóxicas 
Glucocorticoides y ACTH 
Agonistas de la hormona liberadora de 

gonadotropinas 

Metotrexate 

3. Trastornos hematológicos 
Mieloma múltiple 

Leucemias y linfomas 

Mastocitosis sistémica 

Anemia perniciosa 

 

8. Enfermedades reumáticas 
Artritis reumatoide 
Espondilitis anquilosante 

 

 

DIAGNÓSTICO DE LA OSTEOPOROSIS 
 

Los pacientes con OP pueden permanecer asintomáticos o presentar dolor en huesos y 

músculos. La fractura es la principal manifestación clínica de la OP, afecta principalmente a 

la región proximal del fémur, vertebra, húmero y extremidad distal del radio [11], mientras 

que las fracturas de cadera son las más graves y las vertebrales las más frecuentes de 

cuantificar (solo el 30% presentan síntomas).  
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Actualmente existen muchas técnicas disponibles en el área de detección radiológica de la 

osteopenia y la osteoporosis, estas incluyen: 

 

Rayos X convencionales. Este método ha sido ampliamente abandonado y generalmente 

tiene participación solo en casos ocasionales en los cuales una insospechada pérdida de 

densidad de masa ósea puede ser detectada durante el transcurso de otra investigación no 

relacionada. 

Para que el uso de rayos X pueda ser utilizado como un método de detección, es necesaria 

una pérdida de un 20-50% de masa ósea por área, antes del desarrollo de la osteopenia. 

Incluso con una pérdida anual de 23% de masa ósea, tendrían que pasar muchos años 

antes de que la radiografía convencional pueda ser una herramienta de diagnóstico eficaz, 

por lo que muchos años de terapia potencial se perderían [12].  

Recientemente el refinamiento de la absorciometría radiográfica (RA) ha hecho posible el 

análisis de una imagen convencional. Procesos computarizados y el uso de un estándar de 

la densidad del aluminio sobre la película, han permitido la corrección de la variabilidad de 

la imagen para evaluar el estado de la densidad ósea, esto es comparable en precisión a 

los resultados obtenidos con las técnicas más novedosas y sofisticadas. Sin embargo, 

actualmente la RA ha demostrado ser una técnica simple, de bajo costo y de bajo riesgo 

para la determinación de la DMO, así como para su uso como herramienta de visualización 

y monitoreo de la OP.  Por lo que es posible que la mejora y la investigación posterior a la 

RA aumentaran su utilidad en los próximos años [13]. 

 

Absorciometría de un solo fotón (SPA). Este es uno de los métodos más antiguos, pero 

sigue siendo un método confiable, relativamente barato y relativamente preciso. Aunque el 

SPA también implica una exposición muy baja a la radiación, este método puede medir el 

contenido de mineral óseo de áreas del radio, cubito y calcáneo, las cuales se correlacionan 

bien con mediciones en columna vertebral. La pérdida de masa ósea en columna vertebral 

se produce mucho antes y las fracturas de compresión espinal pueden ocurrir mucho antes 

en pacientes que aun presentan medidas periféricas normales.  

El SPA se ha podido comparar favorablemente con la absorciometría dual de rayos X 

(DEXA) en mujeres con OP establecida. Sin embargo, el SPA emplea una fuente de 

yodo125 (I125) o americio 241 (Am241), lo cual hace difícil defender su uso de frente a los 

avances realizados con dispositivos que emplean un tubo de rayos X. Por otro lado, el SPA 
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no puede distinguir entre hueso cortical (radio y cubito) del hueso trabecular y no puede ser 

usado para medir la masa ósea en la cadera o la columna [14]. 

 

Absorciometría de doble fotón (DPA). DPA emplea una fuente de gadolinio-153 (Gd153) el 

cual emite fotones en dos niveles de energía diferentes permitiendo una mejor 

discriminación entre tejido óseo y tejido blando. Este método ha sustituido en gran medida 

al SPA como un procedimiento estándar, pero a su vez ha sido desplazado por el desarrollo 

de la absorciometría dual de rayos X. El DPA es relativamente preciso con baja exposición 

a la radiación. Esto es particularmente útil para mediciones en espina lumbar y 

localizaciones intertrocantéricas, dos áreas muy susceptibles a fracturas. Los sitios con 

fracturas preexistentes y las calcificaciones de tejidos blandos pueden confundir los 

resultados. Esta tecnología es relativamente lenta en comparación con otros métodos, la 

DPA lateral es una técnica que puede medir la DMO de cuerpos vertebrales L2-L4 sobre 

una proyección lateral y esto puede ser útil para detectar la pérdida ósea en mujeres 

posmenopáusicas [15]. 

 

Tomografía cuantitativa computarizada (QCT). El refinamiento de la QCT ha permitido la 

evaluación independiente de la densidad del área trabecular y cortical dentro del mismo 

hueso. El QCT utiliza una fuente de energía única o dual de rayos X y un calibrador 

estándar. A diferencia del DPA, la QCT es poco afectada por la presencia de calcificaciones 

de tejidos blandos y otros artefactos. Esta técnica podría ser preferible sobre la 

absorciometría dual de rayos X (DEXA) para medir la DMO de columna vertebral. Sin 

embargo, tiene ciertas desventajas clínicas, como: una mayor exposición a la radiación y 

un mayor costo. Otra desventaja es que los valores de referencia son creados a partir de 

valores normales de una población local que previamente tiene que ser examinada para 

generar una base de datos. Los dispositivos QCT que están disponibles comercialmente 

están diseñados para ser aplicados en radio distal y al cubito. Además, tienen las ventajas 

de realizar una medición precisa y un costo mucho más bajo [16]. 

 

Ultrasonografía. La técnica de ultrasonido (US) aún no se considera del todo como una 

técnica para el diagnóstico de la OP y hasta cierto punto todavía se encuentra en fase 

experimental. El ultrasonido cuantitativo (QUS) es un método alternativo recientemente 

introducido para evaluar la integridad del esqueleto en sitios periféricos de fácil acceso. 

Actualmente se realiza sobre el calcáneo, rotula, tibia, dedo y antebrazo. La información 
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sobre el material y las propiedades estructurales del hueso se obtienen estimando y 

contando las diferencias entre la onda sonora transmitida en un hueso y la onda emergente 

después de la interacción con el hueso [17].  

Estudios in vivo han reportado la habilidad de QUS para diferenciar entre sujetos con y sin 

fracturas, así como predecir el riesgo de sufrir fracturas. Sin embargo, se ha demostrado 

que QUS puede llegar a ser inexacto en la identificación de baja DMO en mediciones de 

cadera y columna de mujeres posmenopáusicas comparado con el DEXA [18]. 

 
Absorciometría dual de rayos X (DEXA). El DEXA es una tecnología que ha remplazado en 

gran medida a la DPA y es considerado como el método estándar de oro para la medición 

de la DMO. El DEXA es similar al DPA en la técnica transmisión de escaneo, pero la fuente 

de radio nucleótidos es remplazada por un tubo de rayos X [19], lo que permite que este 

método sea más preciso que el DPA con mejor resolución de imagen y sensibilidad 

diagnostica comparable con otras tecnologías. Por otro lado, también tiene la ventaja de 

realizar un examen completo en un tiempo de 2-5 minutos, mucho más corto en 

comparación con 20-40 minutos que son necesarios en el DPA. Esto tiene una particular 

ventaja para mediciones en espina lumbar y áreas próximas al fémur. Además, la exposición 

de los pacientes a la radiación es relativamente baja. El DEXA es quizás la mejor 

herramienta de absorciometría actualmente disponible, sin embargo, existen varias 

limitaciones en las mediciones del DEXA. Los resultados de las pruebas para definir el 

estado real de la DMO y proporcionar un diagnóstico de fractura valido, debe ser evaluado 

con recientes guías propuestas por la OMS. La OMS define como baja DMO cuando las 

mediciones se encuentran en un rango de entre 1 y 2.5 desviaciones estándar (DE) por 

debajo de la referencia media. La DMO por debajo de 2.5 DE es compatible con la 

osteoporosis. Sin embargo, se ha demostrado que incluso una disminución de 1 DE en la 

DMO puede estar asociada con 1.5 veces mayor riesgo relativo de fractura [20]. 

Con base en lo anterior podemos deducir que existe una importante limitación práctica para 

realizar un diagnóstico de la OP, así como para estimar adecuadamente el riesgo de que 

se complique con fracturas. Actualmente el concepto propuesto por NIH en el consenso de 

1994 se mantiene vigente e integra dos características: la cantidad de masa ósea 

(componente cuantitativo) y el concepto resistencia-fragilidad ósea (componente 

cualitativo).  

El componente cuantitativo involucra la DMO, la cual se expresa en unidades de gramos 

de mineral por unidad de superficie (g/cm2) y como se mencionó anteriormente se puede 
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estimar por una amplia variedad de técnicas siendo el estándar de oro la DEXA. El 

componente cualitativo se refiere a la microarquitectura del tejido óseo y solo es posible 

objetivar a través de métodos invasivos como la biopsia ósea, la cual no es aplicable a la 

práctica clínica. Por esta razón y debido a que la DMO representa cerca del 70% de la 

resistencia del hueso. En la práctica habitual, aunque no sea del todo correcto se tiende a 

equiparar la resistencia ósea con la DMO, debido a que la disminución de la misma se 

asocia fuertemente a la aparición de fracturas [7]. De acuerdo con los criterios diagnósticos 

de la OP que están basados en criterios epidemiológicos, se toma en cuenta la evolución e 

incidencia de la masa ósea con la edad (datos evaluados con el DEXA) y la prevalencia de 

las fracturas osteoporóticas en mujeres posmenopáusicas, así se definen cuatro categorías: 

-Normal: cuando la DMO es superior a -1 DE en el índice T. 

-Osteopenia: cuando la DMO se sitúa entre -1 y -2.5 DE en el índice T. 

-Osteoporosis: cuando la DMO es inferior a -2.5 DE en el índice T. 

-Osteoporosis grave o establecida: cuando el criterio de osteoporosis se incluye la 

presencia de fracturas (Figura 1). 

 

 
Figura 1.0. Se muestra el índice de t-score donde de 1 a -1 desviaciones estándar es un rango normal, de -1 a 

-2.5 desviaciones estándar es un rango intermedio denominado osteopenia y menor a -2.5 desviaciones 

estándar es osteoporosis con susceptibilidad a fractura. 

 

ÍNDICE T-Score 
 

El índice T toma como referencia la DMO de la población joven del mismo sexo cuando se 

alcanza el pico máximo de masa ósea. Este valor máximo se alcanza aproximadamente a 

los 35 años manteniendo la tasa de síntesis y de reabsorción equivalente. De este modo se 
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mantiene constante la masa esquelética hasta los 40 años donde se observa una lenta 

reducción de la DMO en ambos sexos (aproximadamente 0.3-0.5 % al año).  

Por otro lado, la puntuación en la escala Z relaciona los valores de DMO de un individuo 

con los correspondientes a su mismo grupo de edad, sexo y origen étnico. El valor Z tiene 

un especial interés cuando se establecen criterios terapéuticos, sobre todo en edades 

avanzadas [21].  

Actualmente esta clasificación densitométrica se considera universalmente aceptada como 

criterio diagnóstico, a pesar de que es una clasificación que plantea varias limitaciones, ya 

que solo es adecuada para mujeres posmenopáusicas de origen caucásico y no toman en 

cuenta el componente cualitativo del hueso. Su aplicación principal es en columna y cadera 

y pueden existir interferencias en la medición por patología degenerativa o calcificaciones 

vertebrales [21,22]. 

 

FACTORES DE RIESGO DE LA OSTEOPOROSIS  
A través de estudios epidemiológicos se han identificado muchos marcadores y factores de 

riesgo que aumentan la probabilidad de desarrollar OP. Aunque actualmente tienen baja 

sensibilidad y baja especificidad, estos se han considerado en el abordaje de la prevención, 

diagnóstico y tratamiento de la OP. Muchos autores han trabajado en el desarrollo de 

métodos que ayuden en la identificación de factores de riesgo de baja masa ósea y así 

poder evaluar el carácter predictivo de la OP para facilitar la sospecha diagnostica de esta 

enfermedad. Aunque se sabe que unos de los principales factores de riesgo con mayor 

peso específico son: más de 10 años de menopausia, antecedente de fractura previa, 

historia familiar de OP y la edad, aun no se dispone de ningún tipo de cuestionario o prueba 

que este validado para uso clínico.  

 

Menopausia  
Es la condición de riesgo más importante asociada a la OP [23]. La edad media en la que 

se presenta la menopausia es a los 49 años mientras que la esperanza de vida ha 

aumentado hasta superar los 80 años. Esto condiciona a las mujeres a pasar más de la 

tercera parte de su vida con menopausia, circunstancia que justifica que la prevalencia de 

la OP haya aumentado de forma notable en los últimos años. La disminución de estrógenos 

supone un descontrol a la actividad de los osteoclastos y esto conlleva a una perdida 

acelerada y desproporcionada de hueso trabecular (alto remodelado óseo). Esta actividad 

de los osteoclastos junto con el hecho de que el pico de masa ósea en la mujer es más 
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precoz que en los hombres, justifica en gran medida que la OP sea mucho más frecuente 

en el sexo femenino. El riesgo es mayor cuanto más precoz es la edad de la menopausia y 

mucho más intenso cuando la deprivación hormonal es brusca, como es el caso de la 

menopausia quirúrgica [7].  

 

Edad  
Es un factor de riesgo independiente para desarrollar OP, pero se encuentra fuertemente 

asociado con la menopausia en la mujer. En el hombre la edad es un factor de riesgo más 

específico ya que en edades superiores a los 75 años la proporción mujeres/hombres con 

OP tiende a igualarse, pasando de 8:1 en edades jóvenes a 1:2 en edades avanzadas. Por 

otro lado, con la edad también se producen múltiples condiciones fisiopatológicas: menor 

actividad osteoblástica (formación de tejido óseo), menor absorción intestinal de calcio, 

defectos nutricionales, carencia de vitamina D, baja exposición solar y sedentarismo, por 

mencionar algunos. También es importante resaltar que la edad no solo influye en el 

descenso fisiológico de la calidad del hueso a partir del pico máximo de masa ósea de un 

adulto joven, sino que es un factor de riesgo independiente de la masa ósea para que se 

produzcan fracturas. 

 

Genética  
Aunque la OP es más frecuente en hijas de madres osteoporoticas, no se ha podido 

establecer un patrón de trasmisión genética específico de la enfermedad. La influencia de 

la carga genética parece evidente en lo referente al pico de masa ósea alcanzado en las 

primeras décadas de vida. Por el contrario, este factor parece menos importante en la 

pérdida de masa ósea a lo largo de la vida, donde los factores adquiridos tienen mucha más 

importancia, y esto es más marcado cuanta más edad tiene el paciente. De ahí la 

importancia de controlar los hábitos de vida en la prevención de la enfermedad 

osteoporotica [24].  

De acuerdo a lo reportado por Lazcano E, 2009. Los factores genéticos determinan la DMO 

y el pico de masa ósea entre los 20 y 30 años de edad, así como la pérdida de DMO 

después de la menopausia. En este trabajo se observó la correlación de la DMO por sitio 

anatómico entre abuelas, madres y nietas mexicanas. En esta relación se observó una alta 

correlación de DMO entre las tres generaciones, lo que indica una influencia genética de 

mineralización ósea. Las tendencias de composición corporal se transmiten a las hijas y 
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aunque este factor podría estar influenciado por factores hereditarios, es importante 

considerar que las características del estilo de vida son compartidas. 

Los autores observaron una fuerte asociación de la DMO de distintas regiones óseas entre 

abuelas y madres y a su vez entre madres e hijas. Esta correlación de DMO entre 

generaciones podría explicarse por factores como hábitos dietéticos y de estilo de vida; los 

hallazgos de diferencias en la predicción entre diferentes sitios anatómicos sugieren la 

influencia de factores genéticos. Estudios similares mostraron que los hijos de madres con 

antecedentes familiares de osteoporosis presentaron disminución en la DMO, sugiriendo 

que la DMO presenta una tendencia hereditaria entre las generaciones, lo que se explica 

por la predisposición genética y su interacción con factores ambientales. Estos datos 

corroboran la fuerte correlación entre los descendientes directos que, aunque continúa 

siendo positiva, disminuye para la segunda generación. Comprender los mecanismos por 

los cuales los factores genéticos regulan la DMO y otros fenotipos relacionados con la 

osteoporosis tienen implicaciones importantes para la práctica clínica [25]. 

 

Masa corporal 
Las mujeres que presentan un índice de masa corporal (IMC) bajo (< 19 Kg/m2) tienen 

menor DMO lo cual parece estar en relacionado al desarrollo de la OP debido a una menor 

actividad osteoblástica y una mayor actividad osteoclástica derivada de una menor 

producción de estrona por falta de panículo adiposo [26].  

 

Es probable que el IMC sea un predictor de la osteoporosis ya que puede servir como un 

evaluador de la composición corporal. De acuerdo a lo reportado por Asomaning et al. 2006.  

El IMC podría asociarse con el desarrollo de osteoporosis ya que los individuos con bajo 

IMC tienen escasos depósitos de grasa corporal y bajos niveles de estrógenos los cuales 

están asociados a prevenir la pérdida de tejido óseo. Por otro lado, la grasa corporal podría 

amortiguar una caída y prevenir fracturas. Existen pocas investigaciones al respecto y la 

mayoría han evaluado otros factores de riesgo. En este trabajo los autores observaron una 

relación directa entre el IMC y el riesgo de osteoporosis en un grupo de mujeres 

posmenopáusicas. Las mujeres con menor IMC mostraron un riesgo significativamente 

mayor de desarrollar osteoporosis. Esta relación se mantuvo constante después de ajustar 

por las variables de edad, estado de salud actual, uso previo de calcio y vitamina D. Los 

autores proponen 2 mecanismos para explicar la relación entre el IMC, la osteoporosis y el 

riesgo de fractura: primero, la grasa corporal protege indirectamente la pérdida ósea al 
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brindar una fuente y un depósito de conversión periférica de androstenediona, el metabolito 

activo del estrógeno (estrona). Cuando el depósito es deficiente, aumenta el índice de 

recambio óseo que determina la mayor pérdida ósea. Segundo, se estima que los individuos 

obesos alcanzan mayor grado de DMO cuando son jóvenes en comparación con sujetos 

delgados. Estos individuos son menos propensos a presentar OP durante la vejez. Por lo 

tanto, los autores concluyen que, si bien no debe recomendarse la obesidad o el sobrepeso 

como una estrategia para mantener la DMO, la relación estrecha entre la baja DMO y el 

IMC reducido destacan la importancia de no permitir que los pacientes ancianos presenten 

peso inferior al recomendado [27]. 

 

Estilo de vida  
Es fundamental para conservar la masa ósea. Engloba aspectos que tienen que ver con la 

dieta, los hábitos tóxicos y la actividad física. Son factores que influyen con poco peso 

específico cada uno, pero de forma persistente a lo largo de la vida y potenciándose entre 

sí [28]. 

Ingesta de calcio  
La ingesta de calcio en la dieta es necesaria para un metabolismo óseo normal. Durante la 

etapa de desarrollo del esqueleto condiciona el pico máximo de masa ósea. El adulto sano 

con ingesta inadecuada de calcio tiene incrementada la pérdida de masa ósea. Estudios en 

poblaciones han reportado un menor número de fracturas en áreas geográficas con mayor 

ingesta de calcio. La ingesta recomendada de calcio depende de la edad, circunstancia 

individual (embarazo, lactancia, crecimiento, menopausia, etc.) pero oscila alrededor de 

1.000-1.200 mg/día [29].  

 

Vitamina D  
Junto con la PTH, la vitamina D es uno de los factores más importantes en la homeostasis 

fosfo-cálcica. Las necesidades de la vitamina D están entre 400-800 U.I. diarias. En 

condiciones recomendables, una dieta variada y una exposición moderada a la luz solar es 

suficiente. Solo es necesario suplementarla en situaciones deficitarias: algunos ancianos 

aislados, latitudes con poca incidencia de luz solar, cuadros de mala absorción. Tanto las 

dietas hiperproteicas como las dietas vegetarianas muy estrictas se han asociado a 

osteopenia [29]. 
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Tabaco 
Diversos estudios epidemiológicos han reportado una relación entre el consumo de 

cigarrillos y una disminución de la DMO, una mayor incidencia de fractura vertebral y de 

cadera, además de ser las más recurrentes y precisar más tiempo para su curación. Se 

habla de un efecto tóxico directo del tabaco, disminuyendo la actividad osteoblástica del 

hueso. Por otro lado, se sabe que el tabaco disminuye la absorción intestinal de calcio, pero 

el mecanismo etiopatogénico más importante es consecuencia de su efecto 

antiestrogénico. Sin embargo, también existen reportes que sugieren que la asociación 

entre el consumo de cigarrillos y los trastornos del metabolismo óseo son falsas y que las 

diferencias que se observan son debidas a los distintos factores demográficos y de estilo 

de vida entre fumadores y no fumadores (las mujeres fumadoras son más delgadas, más 

sedentarias, consumen más alcohol y tienen la menopausia más precoz que las no 

fumadoras) [30]. 

  

Alcohol  
Es el toxico más perjudicial. El consumo crónico de alcohol tiene efecto directo depresor 

sobre la actividad del osteoblasto y se asocia con alteraciones del metabolismo mineral 

óseo del calcio, fosforo y magnesio, este último altera el metabolismo de la vitamina D 

provocando alteraciones endocrinas y nutricionales [31]. 

De acuerdo con lo anterior, podemos concluir que la osteoporosis es una enfermedad 

multifactorial donde los factores ambientales pueden favorecer el desarrollo de esta 

patología. Algunos de los factores que se mencionaron pueden provocar alteraciones en un 

proceso denominado remodelado óseo, donde una mayor actividad de reabsorción 

mediada por los osteoclastos supera la actividad de formación mediada por los osteoblastos 

conduciendo al desarrollo de huesos porosos susceptibles a fracturas. 

 

Predicción de individuos con riesgo elevado de fractura. FRAX®.  

 

La capacidad de evaluar la fuerza del esqueleto mediante el uso de técnicas radiológicas 

como la DXA, dio lugar a que la OMS definiera a la osteoporosis en términos de la DMO, 

que junto al T-score son usados como una referencia de diagnóstico y de intervención, 

siendo el principal abordaje para evaluar el riesgo de fractura. Si bien es una técnica 

probada, existen varios problemas con el uso exclusivo de las pruebas de DMO en la 

evaluación de riesgo de fractura. La principal dificultad reside en que la DMO por si sola 
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posee baja sensibilidad, de tal manera que la mayoría de las fracturas por osteoporosis se 

producirán en individuos con valores de DMO por encima del umbral de osteoporosis, 

generalmente en el rango de osteopenia (T-score inferior a -1 y mayor a -2.5 DE ver figura 

1.0). En los últimos 15 años, se llevaron a cabo numerosas investigaciones para identificar 

otros factores que contribuyen al riesgo de fractura, diferentes a la DMO. Ejemplos de ellos 

son edad, sexo, fractura previa, antecedente familiares de fractura y factores de riesgo 

relacionados con el estilo de vida, tales como inactividad física y tabaquismo. Algunos de 

estos factores de riesgo son parcial o completamente independientes de la DMO (es decir, 

brindan información sobre el riesgo de fractura más allá de la información que proporciona 

la DMO en sí), y el uso combinado de dichos factores de riesgo podría incrementar la 

información proporcionada por la DMO por sí sola. Por el contrario, algunos factores de 

riesgo significativos dependientes de la DMO pueden, en principio, usarse para evaluar el 

riesgo de fractura ante la falta de pruebas de DMO. Por tal motivo, es probable que la 

consideración de factores de riesgo bien validados, con o sin DMO, mejore la predicción de 

fractura y la selección de los individuos más apropiados para recibir tratamiento. 

 

Mediante el trabajo conjunto de numerosos investigadores líderes de todo el mundo, el 

Centro Colaborador de la OMS cotejó información sobre los factores de riesgo de fractura 

de 12 cohortes (grupos) de base poblacional estudiadas prospectivamente en diferentes 

territorios geográficos. El seguimiento comprendió alrededor de 250.000 pacientes por año 

en 60.000 hombres y mujeres, durante el cual se registraron más de 5.000 fracturas. Este 

exclusivo compendio de datos permitió examinar varios factores de riesgo de fractura 

individuales y sus interrelaciones con otras variables de riesgo, principalmente, edad y 

DMO. 

En el modelo final de FRAX®, el riesgo de fractura de hombres y mujeres se calcula a partir 

de la edad, el índice de masa corporal (IMC) computado según altura y peso, y las variables 

de riesgo independientes, tales como fractura previa por fragilidad, antecedentes de fractura 

de cadera en los progenitores, tabaquismo actual, uso prolongado de glucocorticoides 

orales en alguna oportunidad, artritis reumatoide, otras causas de osteoporosis secundaria 

y consumo diario de alcohol equivalente a 3 o más unidades por día. También se puede 

ingresar la DMO del cuello del fémur (cadera), preferentemente como un T-score. Es 

importante tener en cuenta que, tanto en hombres como en mujeres, el T-score debe 

obtenerse a través de la base de datos NHANES III para mujeres caucásicas entre 20 y 29 

años de edad. 
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La incorporación de FRAX® en la práctica médica para identificar pacientes con riesgo 

elevado y para informar las decisiones de tratamiento se compara con el abordaje 

ampliamente utilizado en el manejo de la enfermedad coronaria. El acceso a la medición de 

la DMO varía notablemente, y se puede proponer un simple esquema de manejo para 

acomodar los sistemas de salud con acceso variable a la DMO.  El tamaño del grupo 

intermedio en el cual se recomendaría una prueba de DMO, variará por región y país. En 

países sin acceso a DXA, el grupo intermedio no existiría, mientras que será más 

significativo en países con acceso limitado. Esto requiere considerar la probabilidad de 

fractura en la cual llevar adelante la prueba de DMO (umbrales de evaluación), así como 

también umbrales de tratamiento (un umbral de intervención). En aquellos países donde es 

posible recomendar el screening (por ejemplo, en mujeres de 65 años o mayores en los EE. 

UU.), porque se dispone ampliamente de la DXA, el grupo intermedio incluirá, en su 

mayoría, mujeres, y solo se requerirán umbrales de intervención. 

 

Limitaciones de FRAX® 
Si bien FRAX® es una herramienta bien validada existen una serie de limitaciones que 

deberán ser tenidas en cuenta por aquellos médicos que la utilicen. Por ejemplo, varios de 

los factores de riesgo clínicos identificados no consideran la respuesta a la dosis, sino que 

dan las relaciones de riesgo para una dosis o exposición promedio. El consumo de alcohol 

y el uso de glucocorticoides (esteroides) son buenos ejemplos. Existen pruebas sólidas de 

que el riesgo asociado con el consumo excesivo de alcohol y el uso de glucocorticoides es 

mayor a dosis más altas y su aplicación requiere del criterio médico. Asimismo, el riesgo de 

fractura aumenta progresivamente con el número de fracturas previas; si bien es 

obviamente importante, esta limitación debe ser dejada de lado fácilmente por el criterio 

médico, dado que no es necesario que un algoritmo del sistema informe la decisión de tratar 

a un paciente con antecedentes de numerosas fracturas. En la actualidad, la herramienta 

FRAX® limita la DMO a aquella que se mide en el cuello del fémur, ya que hay gran cantidad 

de información disponible sobre este sitio del esqueleto. Cuenta con la ventaja de que para 

cualquier edad y DMO, el riesgo de fractura es aproximadamente el mismo en hombres y 

mujeres. Por tal motivo, el T-score surge de un estándar de referencia único (la base de 

datos NHANES III para mujeres caucásicas entre 20 y 29 años), tal como se ha 

recomendado ampliamente. Por último, la versión actual de FRAX® no incorpora factores 

de riesgo relacionados con caídas, aun cuando se sabe que las caídas constituyen un factor 
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de riesgo significativo. Por ello, es importante tener en cuenta que el riesgo de fractura 

puede estar, en cierta medida, subestimado cuando existen antecedentes de caídas [32]. 

 

 

REMODELADO ÓSEO  
El hueso es un tejido dinámico que se encuentra en constante adaptación a lo largo de la 

vida de los vertebrados hasta alcanzar y preservar el tamaño del esqueleto, forma e 

integridad estructural, manteniendo así la homeostasis mineral. La remodelación y la 

modelización son dos procesos que sustentan el desarrollo y mantenimiento del sistema 

esquelético. El modelado óseo es responsable del crecimiento y la adaptación mecánica 

del hueso, requiere un delicado balance entre los procesos de formación y reabsorción ósea 

los cuales se encuentran globalmente coordinados de forma independiente y en distintos 

lugares anatómicos. El remodelado óseo es responsable por la renovación y reparación del 

hueso dañado para mantener la integridad del esqueleto adulto y homeostasis mineral. 

Estos eventos deben mantenerse estrechamente coordinados y requieren la sincronización 

de las actividades de múltiples participantes celulares para que los procesos de reabsorción 

y de formación ocurran secuencialmente en la misma ubicación anatómica y así preservar 

la masa ósea. 

 

Osteoclastos  
Los osteoclastos son células mieloides terminalmente diferenciadas que están adaptadas 

únicamente para remover el tejido de la matriz ósea mineralizada. Estas células tienen 

distinta morfología y características fenotípicas que se utilizan rutinariamente para 

identificarlas, como: multinuclearidad, expresión de fosfatasa acida resistente al tartrato 

(TRAP) y receptor de la calcitonina (CALC1) [33]. El factor estimulante de colonias 1 (CSF-

1), también conocido como factor estimulante de colonias de macrófagos y el ligando del 

receptor activador nuclear NF-κB (RANKL), son citosinas criticas requeridas para la 

supervivencia, expansión y diferenciación de células precursoras de osteoclastos in vitro 

(Figura 2.0) [34]. En modelos in vivo los requerimientos de estas citosinas han sido 

demostrados en modelos de ratón que carecían de CSF-1 funcional y RANKL. El ratón 

op/op tiene una inserción espontanea de timidina y un posterior cambio de marco de lectura 

que crea un codón de paro en el gen csf-1 y carece de un CSF-1 funcional, resultando en 

el desarrollo de la OP [35]. Tnfs11 es el gen que codifica para RANKL y su ablación genética 

en ratones induce el desarrollo de osteopetrosis. El fenotipo osteopetrotico en estos 
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modelos de ratón fue causado por la ausencia completa de osteoclastos (aunque solo fue 

una ausencia transitoria en ratones op/op). La osteoprotegerina (OPG) es una proteína 

soluble que funciona como anzuelo de RANKL, un fisiológico regulador negativo para la 

osteoclastogénesis. La pérdida de la OPG funcional en ratón, resulta en animales con 

osteoporosis (huesos frágiles) debido a que la expresión RANKL/OPG determina el grado 

de diferenciación y función de los osteoclastos  [36]. 

Una cascada de factores de transcripción es requerida para dirigir la diferenciación de 

células mieloides a osteoclastos. La expresión del factor de transcripción PU.1 en etapas 

tempranas de la diferenciación de células mieloides es esencial para el desarrollo de 

osteoclastos y otras células mieloides maduras. Los ratones que carecen de PU.1 no tienen 

la capacidad de desarrollar osteoclastos y macrófagos. Por otro lado, la diferenciación in 

vitro de osteoclastos correlaciona con el aumento de la expresión de PU.1 [37]. El factor de 

transcripción AP-1 compuesto por c-Fos también es esencial para la osteoclastogénesis. 

Ratones deficientes de c-Fos son osteopetroticos y carecen de osteoclastos, sin embargo, 

han aumentado su número de macrófagos [38]. Esto implica que el requerimiento para c-

Fos es secundario para PU.1 y aunque es esencial para osteoclastogénesis, c-Fos no es 

necesario para la diferenciación de macrófagos. La pérdida de c-Fos transporta a los 

precursores mieloides lejos de un destino de osteoclastos y los re-direcciona a 

comprometerse como macrófagos. 

Los factores de trascripción MITF (Factor de transcripción asociado a microftalmia) y 

NFATc1 (Factor nuclear de células t activadas, citoplasmático 1) son también requeridos 

para la formación de osteoclastos y expresión de genes osteoclásticos funcionalmente 

relevantes, incluidos la fosfatasa acida resistente al tartrato [39], catepsina K y el receptor 

de calcitonina [40,41]. Aunque PU.1, MITF y c-Fos trabajan en conjunto con NFATc1 para 

orquestar la diferenciación terminal de los osteoclastos y su función, NFATc1 es un 

interruptor critico ya que su presencia es necesaria y suficiente para que se produzca la 

osteoclastogénesis [42]. 

A pesar del conocimiento que se tiene sobre los factores de transcripción implicados en la 

osteoclastogénesis, en ensayos in vivo el precursor fisiológico de osteoclastos en ratones 

y humanos sigue siendo difícil de alcanzar. Una de las características que definen a los 

precursores de osteoclastos es la expresión de c-Fms y RANK (Receptor Activador de NF-

κB), que son los receptores cognados para CSF-1 y RANKL respectivamente [43]. Sin 

embargo, en experimentos in vivo muchas células murinas de linaje mieloide pueden 

diferenciarse a osteoclastos en diferentes estadios de su desarrollo [44]. La continua 
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identificación de la población definitiva de precursores de osteoclastos in vivo en ratones y 

humanos sigue siendo desconocida. Ciertamente, una característica de los precursores de 

osteoclastos es la expresión de c-Fms y RANK [43], que son los receptores diana de CSF-

1 y RANKL. Sin embargo, en experimentos in vitro muchas células mieloides murinas 

pueden diferenciarse a osteoclastos [45]. 

 

 

 
 

Figura 2.0. Osteoclastogénesis. En este modelo se muestran a las células madre hematopoyéticas (CSH) que 

son estimuladas por el factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) y activadas por factores de 

transcripción como PU.1 para ser diferenciadas a monocitos, los cuales son liberados al torrente sanguíneo y 

viajan por la sangre hasta ser quimio atraídos a las unidades de remodelado óseo, donde en presencia del M-

CSF y el ligando del receptor NF-kB (RANKL) que son citocinas necesarias en todas las etapas de diferenciación 

de osteoclastos, comenzaran a fusionarse hasta formar un policarion (célula multinucleada) o pre-osteoclasto y 

posteriormente un osteoclasto maduro con la capacidad de reabsorber tejido óseo. Existe una tercera citocina 

que es la osteoprotegerina (OPG) que puede fungir como un anzuelo de RANKL y evitar el proceso de 

diferenciación en cualquiera de sus etapas.  

 

Osteoblastos 
Los osteoblastos son células especializadas en la formación de tejido óseo que expresan 

receptores de la hormona paratiroidea (PTH), además tienen varias funciones importantes 

en el remodelado óseo como: la expresión de factores osteoclastogénicos, producción de 

proteínas de la matriz ósea y mineralización [46].  

Las células osteoblásticas comprenden una diversa población de células que incluyen: 

células inmaduras de linaje osteoblasto y diferenciadores además de osteoblastos maduros 

productores de la matriz ósea. En estudios in vitro, la heterogeneidad fenotípica de los 

osteoblastos se asocia con la diferenciación celular [47]. Las etapas de diferenciación 

osteoblástica también influyen en la contribución funcional de estas células en la 

remodelación ósea in vivo. Ratones deficientes de osteoblastos también son deficientes en 

osteoclastos [47]. Sin embargo, la depleción condicionada de osteoblastos maduros in vivo 
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solo retrasa la formación ósea mientras que la reabsorción se mantiene activa [48]. Estos 

datos sugieren que los osteoblastos inmaduros dirigen la osteoclastogénesis mientras que 

los osteoblastos maduros realizan la producción de la matriz y funciones de mineralización. 

Los osteoblastos se desarrollan de células madre pluripotentes mesénquimales que tienen 

el potencial para diferenciarse en: adipocitos, miocitos, condrocitos y osteoblastos, bajo la 

dirección de una serie bien definida de factores de transcripción. La diferenciación de los 

osteoblastos es controlada por el factor de transcripción maestro RUNX2 (Factor de 

transcripción relacionado con Runx2), también conocido como CBFA1 (Factor de unión al 

núcleo A1) (Figura 3.0) [49]. Ratones con RUNX2 atenuado presentan un esqueleto 

cartilaginoso y carecen completamente de tejido mineralizado debido a la detención de la 

maduración osteoblástica [50].  

 

 

 
 
Figura 3.0. Osteoblastogénesis. La diferenciación de osteoblastos es activada por el factor de transcripción 

RUNX2 en células madre mesénquimales (CMS) y más tarde por osterix (OSX). Durante el proceso de 

diferenciación de osteoblastos, RUNX2 está involucrado en la expresión de genes de la matriz ósea como 

colágeno tipo I (Col I), osteopontina (OPN), sialoproteína ósea (BSP) y osteocalcina (OCN). Más adelante, 

durante la maduración del hueso, RUNX2 es desregulado dando lugar a una célula progenitora de osteoblasto, 

la cual se diferencia a un pre-osteoblasto sin la capacidad de formar tejido óseo nuevo. Posteriormente, esta 

célula se diferencia a un osteoblasto maduro con la capacidad de formar tejido óseo y por último esta célula 

puede diferenciarse de forma terminal en un osteocito con cuya función es mecanosensora o de quimiotaxis.  

 

Osteocitos 
Durante la formación ósea, una subpoblación de osteoblastos experimenta su ultimo nivel 

de diferenciación y queda envuelta por células osteoides no mineralizadas, a estas células 

se les denominan osteocitos osteoidales [51]. Después de la mineralización de la matriz 

ósea las células atrapadas se denominan osteocitos y forman una red que se extiende a lo 

largo del hueso mineralizado. Los osteocitos se mantienen en cavidades llenas de líquido 
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(lagunas) dentro del hueso mineralizado y son muy abundantes, representando del 90-95% 

de todas las células óseas. Por otro lado, estas células tienen largas dendritas que se 

extienden a lo largo de los canalículos (túneles) dentro de la matriz mineralizada para 

interactuar con otros osteocitos dentro del hueso mineralizado y con osteoblastos de la 

superficie ósea [52]. Los osteocitos responden a la carga mecánica y se cree que forman 

una red celular que puede detectar daños mecánicos y mícrodias (grietas o fracturas 

microscópicas dentro del hueso mineralizado) de hueso que se acumula como resultado de 

la carga esquelética normal y la fatiga [53]. 

 

Células del sistema inmune involucradas en el remodelado fisiológico del hueso  

A pesar de la estrecha localización anatómica del hueso con la medula ósea, se ha 

subestimado el dialogo sobre el sistema esquelético y el sistema inmunitario. El interés en 

la regulación de las células inmunes de la dinámica ósea se centró inicialmente en 

enfermedades patológicas. Por ejemplo, las células T activadas han estado implicadas en 

enfermedades patológicas que dan como resultado la destrucción del hueso, incluyendo 

pérdida de masa ósea inducida por ovariotomía [54]. Los mastocitos se han relacionado 

con la fibrosis de la medula ósea, que se produce en el hiperparatiroidismo crónico [55]. Sin 

embargo, cada vez es más claro que las células inmunes también participen en la 

homeostasis ósea durante la fisiología normal.  

 

Células T y células B 
Los linfocitos T y B son componentes centrales del sistema inmune adaptativo que facilitan 

el reconocimiento y la destrucción de patógenos. Los ratones deficientes de células B o T 

tienen huesos osteoporóticos, lo que sugiere que estas células inmunitarias participan en 

el mantenimiento de la homeostasis ósea durante la fisiología basal [56]. 

Mecánicamente las células B maduras producen más del 50 % de la OPG total derivada de 

la medula ósea, lo que contribuiría significativamente a restringir la osteoclastogénesis 

durante la fisiología normal. Sin embargo, el papel de las células T durante la regulación de 

la remodelación ósea es menos claro. Estos datos están basados en estudios realizados 

en ratones nocaut de CD40 y ratones nocaut de CD40L deficientes en células T, los cuales 

presentan osteoporosis. Se ha propuesto que las células T trabajan cooperativamente con 

las células B y mejoran la producción de OPG por co-estimulación CD40/CD40L. Sin 

embargo, la relevancia de este mecanismo para la homeostasis de la remodelación ósea 

sigue siendo poco clara dado que la activación de las células T es necesaria para a 
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expresión de CD40L y que hay muy pocas células T activadas en la medula ósea bajo 

condiciones basales [56]. 

 

Megacariocitos  
Son células que se derivan de células madre hematopoyéticas, los megacariocitos residen 

dentro de la medula ósea y producen trombocitos (plaquetas) que son esenciales para la 

coagulación sanguínea normal. Los ratones transgénicos deficientes de los factores de 

transcripción GATA-1 y NF-E2 (Factor nuclear derivado de eritroides 2) implicados en la 

diferenciación de megacariocitos han aumentado el número de megacariocitos y el volumen 

elevado de hueso [57].  Megacariocitos in vitro están asociados a mejorar la proliferación y 

diferenciación de osteoblastos, expresan RANKL, OPG y secretan un factor anti-

osteoclastogénico soluble desconocido [58]. En general, estos datos sugieren que los 

megacariocitos tienen el potencial de dirigir tanto la reabsorción como la formación de tejido 

óseo en el proceso de remodelación del hueso. Sin embargo, la expresión de GATA-1 o NF-

E2 no está restringida en megacariocitos y se requieren estudios in vivo para confirmar el 

papel de estas células en la remodelación fisiológica del hueso.  

 

Osteomacs  
Los Osteomacs son macrófagos de tejidos residentes en o sobre células de superficies del 

endostio y periostio. Los macrófagos del tejido residente componen ~10-15% de la mayoría 

de los tejidos y son importantes para el desarrollo del tejido óseo, homeostasis y reparación 

del hueso. En ratones, los Osteomacs se identifican utilizando la proteína macrófago pan 

F4/80, que no se expresa en osteoclastos y su localización anatómica es estrechamente 

próxima a la superficie ósea. En el hueso humano, los Osteomacs pueden ser identificados 

por la expresión del marcador mieloide CD68, su morfología característica y distintiva es 

estrellada y su localización es próxima a la superficie del hueso [59]. 

En estudios in vitro, los Osteomacs son requeridos para la diferenciación total y funcional 

que incluye la mineralización de osteoblastos. In vivo, los Osteomacs forman una cubierta 

sobre los osteoblastos productores de la matriz ósea madura en sitios del remodelado óseo, 

una localización anatómica ideal desde la cual regulan este proceso. El desgaste de los 

macrófagos in vivo da como resultado la pérdida total de Osteomacs endostales y sus 

osteoblastos asociados, lo que sugiere que los Osteomacs son necesarios para mantener 

activos los osteoblastos maduros [44]. 
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Remodelado óseo 
El remodelado óseo es un proceso que ocurre a lo largo de varias semanas y es realizado 

por grupos de osteoclastos que reabsorben hueso y osteoblastos formadores de tejido 

óseo, estos se encuentran dentro de estructuras anatómicas temporales conocidas como 

unidades multicelulares básicas (BMUs) que atraviesan y se anclan en una capa de células 

para crear compartimientos de remodelación ósea [60]. El fenotipo de una célula del 

osteoma forma parte de los compartimentos del hueso y del proceso de remodelado óseo, 

en seres humanos parece ser una célula de revestimiento óseo mientras que en el ratón el 

osteoma atraviesa BMUs durante la remodelación ósea fisiológica [61].  

Funcionalmente se ha propuesto que la estructura de la cubierta y el compartimento 

subsecuente de la remodelación del hueso genera un microambiente para facilitar la 

reabsorción de tejido óseo mediado por osteoclastos y la formación de tejido óseo mediado 

por osteoblastos asegurando un cambio neto mínimo en el volumen óseo durante la 

remodelación fisiológica del hueso [62].  

Una BMU activa, consiste en una fuente principal de hueso reabsorbido por los 

osteoclastos. Las células reversas presentan un fenotipo poco claro, su función es cubrir la 

superficie del hueso recién expuesto por la reabsorción del osteoclasto y preparar la 

superficie para la deposición del hueso de remplazo. Por otro lado, los osteoblastos ocupan 

la parte trasera de las BMUs donde secretan y depositan la matriz ósea no mineralizada 

(osteoide). De este modo dirigen la formación y posteriormente la mineralización en el 

hueso laminar maduro. La disposición espacial y temporal de las células dentro de las BMUs 

es crítica para el remodelado óseo ya que asegura las distintas fases y secuencias de este 

proceso. Las fases del proceso de remodelado son cinco: activación, reabsorción, inversión, 

formación y finalización, las cuales se muestran en la figura 4.0 y se discuten a continuación. 

 

Fase de activación 
El primer nivel del remodelado óseo involucra la detección de una señal de inicio del 

remodelado. Esta señal puede tomar algunas formas. Ejemplo: Una deformación mecánica 

sobre el hueso que resulta en una alteración estructural o acción hormonal (ejemplo: 

estrógenos o PTH) sobre células del hueso en respuesta a más cambios sistémicos en la 

homeostasis. La actividad diaria ejerce una tensión mecánica continua sobre el esqueleto 

y se cree que los osteocitos detectan cambios en esta tensión física y lo traducen en señales 

biológicas que inician el remodelado óseo [52]. El daño a la matriz ósea o la inmovilización 

de las extremidades induce el proceso de apoptosis de los osteocitos y un consecuente 
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aumento de la osteoclastogénesis  [63]. Bajo condiciones basales, los osteocitos secretan 

el factor de crecimiento transformante β (TGF- β) el cual inhibe la osteoclastogénesis. La 

apoptosis focal de osteocitos disminuye los niveles locales de TGF- β, eliminando las 

señales inhibidoras de la osteoclastogénesis  y permitiendo la formación de osteoclastos 

[64]. La hormona paratiroidea (PTH) es una señal endocrina del remodelado óseo generada 

para mantener la homeostasis del calcio. La PTH es secretada por las glándulas 

paratiroideas en respuesta a la reducción de calcio sérico y actúa periféricamente sobre 

riñón, hueso e indirectamente sobre el intestino delgado manteniendo la homeostasis de 

calcio en suero. En el microambiente del hueso la PTH activa a un receptor acoplado a 

proteínas G transmembranales de siente dominios, el receptor PTH sobre la superficie de 

células osteoblásticas [65].  

La unión de PTH a estos receptores activa la proteína kinasa A, kinasa C y vías de 

señalización de calcio intracelular en estas células [66] lo que induce una cascada de 

respuestas transcripcionales que producen la secreción modulada de moléculas 

reclutadoras de precursores de osteoclastos, induciendo la diferenciación y activación de 

estas células dando lugar al establecimiento del proceso de reabsorción ósea.  

 

Fase de reabsorción  
Los osteoblastos responden a señales generadas por osteocitos o directamente por la 

activación de señales de reclutamiento de precursores de osteoclastos hacia los sitios de 

remodelado. En respuesta al proceso de remodelado inducido por la PTH, los osteoblastos 

producen la citosina MCP-1 (Proteína quimio-atrayente de monocitos 1) in vivo, la cual es 

un quimio-atrayente para células precursoras de osteoclastos y potenciador de RANKL 

induciendo la osteoclastogénesis  in vitro [67]. Además, para el reclutamiento de 

precursores de osteoclastos, los osteoblastos expresan las citosinas maestras de la 

osteoclastogénesis: CSF-1, RANKL y OPG que también son moduladas en respuesta a la 

PTH. La expresión de OPG es reducida y la producción de CSF1 y RANKL es incrementada 

para promover la formación de osteoclastos y su subsecuente actividad [68]. Las citosinas 

CSF-1 y RANKL trabajan en conjunto; CSF-1 promueve la proliferación y supervivencia de 

precursores de osteoclastos y dirige la propagación, motilidad y organización del 

citoesqueleto en células maduras [69]. RANKL también promueve la proliferación de 

precursores de osteoclastos y adicionalmente coordina la diferenciación de precursores de 

osteoclastos a osteoclastos multinucleados, promueve la actividad de reabsorción y 

prolonga la vida de las células maduras [70]. 
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Las metaloproteinasas (MMPs) de matriz incluida la MMP-13, son secretadas por 

osteoblastos en respuesta a señales de remodelación mecánica y endocrina [71]. Las 

MMPs degradan el osteoide no mineralizado que recubre la superficie ósea y dejan 

expuestos los sitios de adhesion RGD (sitios de reconocimiento para integrinas) dentro de 

la matriz ósea mineralizada que es necesaria para facilitar el acceso de los osteoclastos. 

Los osteoclastos se anclan a los sitios de unión RGD a través de moléculas integrinas αvβ3 

creando un microambiente aislado debajo de la célula conocida como “zona sellada”. Iones 

de hidrogeno son bombeados dentro la “zona sellada” y la disolución de la matriz 

mineralizada ocurre en este ambiente acidificado produciendo la laguna de reabsorción 

Howship's [72]. La matriz ósea orgánica restante se degrada posteriormente por un conjunto 

de enzimas colagenolitícas con un pH bajo (particularmente catepsina K) [73]. 

 

Fase reversa  
Después de la reabsorción ósea mediada por los osteoclastos las lagunas de howship's 

permanecen cubiertas con la matriz de colágeno desmineralizada que no fue digerida. Un 

tipo de células mononucleares de linaje no determinado elimina los restos de colágeno y 

prepara la superficie del hueso para la subsecuente formación de tejido óseo mediado por 

los osteoblastos. Inicialmente se propuso que las células “reversa” eran fagocitos 

mononucleares basándose en su evaluación morfológica [74]. Sin embargo, recientemente 

se reportó que las células reversas son de linaje osteoblástico, basándose en su morfología 

celular, expresión positiva de fosfatasa alcalina y la ausencia del marcador monocito 

macrófago MOMA-2 (Anticuerpo Monocito + Macrófago 2) sobre estas células. 

De acuerdo con la última caracterización de células osteomacs F4/80+ y su asociación con 

BMUs, se debe realizar una evaluación más detallada de las células reversa debido a que 

los macrófagos y las células F4/80+ son capaces de expresar fosfatasa alcalina y MOMA-2 

[75]. Desde una perspectiva funcional, una probable explicación es que las células 

osteomacs y mesénquimales trabajan juntas para facilitar los eventos durante la fase 

reversa. Los osteomacs probablemente son responsables de la eliminación de los desechos 

de la matriz durante la fase reversa, de hecho, los macrófagos tienen la capacidad de 

producir MMPs, las enzimas requeridas para la degradación de la matriz son células 

fagocíticas y pueden producir osteopontina la cual es incorporada dentro del tejido 

mineralizado [76]. Sin embargo, las células madre mesénquimales están idealmente mejor 

equipadas para depositar la matriz de colágeno junto con la osteopontina las líneas de 

recubrimiento dentro de la laguna de howship. 
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Por último, el papel final de las células reversa podría ser el de recibir o producir señales 

de acoplamiento que permitan la transición de la reabsorción a la formación del hueso 

dentro de las BMU.  

Fase de formación  
La naturaleza de las señales de acoplamiento que coordinan la transición y dirección de la 

formación ósea, específicamente en los sitios de reabsorción sigue siendo controvertida. 

Inicialmente se propuso que la (s) molécula (s) de acoplamiento se almacenan en la matriz 

ósea y se liberan durante la reabsorción ósea. Factores de crecimiento similares a la 

insulina I y II y TGF-β parecen ser una señal clave para el reclutamiento de células madre 

mesénquimales en los sitios de reabsorción ósea [76]. Por otro lado, en ratones y seres 

humanos que tienen osteoclastos funcionalmente defectuosos, incapaces de reabsorber 

hueso, la formación ósea mediada por los osteoblastos se conserva, incluso en ausencia 

de factores de crecimiento vinculados a la matriz ósea, estas observaciones han llevado a 

la hipótesis de que los osteoclastos producen el (los) factor (es) de acoplamiento [67]. Se 

han propuesto varios mecanismos de acoplamiento que incluyen la molécula soluble 

esfingosina 1-fosfato y el complejo de señalización bidireccional EphB4-ephrina-B2 anclado 

a la célula. La esfingosina 1-fosfato es secretada por los osteoclastos e induce el 

reclutamiento de precursores osteoblásticos que promueven la supervivencia de los 

osteoblastos maduros [77]. 

Los receptores EphB4 son expresados en osteoblastos mientras que en los osteoclastos 

se expresa el ligando ephrin-B2. Por otro lado, la señalización mediada por EphB4 en 

osteoblastos potencia la diferenciación osteogénica y señalización de la fase reversa a 

través de la ephrina-B2 mientras que en los precursores de osteoclastos suprime la 

diferenciación osteoclástica a través de la inhibición de la cascada osteoclastogenica c-

Fos/NFATc1 [78]. Este complejo de señalización EphB4-ephrina-B2 proporciona una única 

oportunidad para activar simultáneamente la formación e inhibir la reabsorción ósea en este 

punto crítico de transición del proceso de remodelado. Sin embargo, las restricciones 

anatómicas dentro de las BMU median que el contacto directo de la célula entre el 

osteoclasto y el osteoblasto no sea siempre posible, de hecho, el reclutamiento de 

osteoblastos y los residuos de la matriz continúan mucho después de que los osteoclastos 

hayan desocupado los sitios de reabsorción. Por lo tanto, algunos mecanismos incluidos el 

contacto directo y señales solubles pueden ser necesarios para lograr el acoplamiento. 
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La estimulación mecánica y la señal endocrina PTH pueden ejercer señales de formación 

ósea a través de osteocitos bajo condiciones de reposo, los osteocitos expresan 

esclerotina, una molécula soluble que se une a LRP5/6 e impide directamente la vía de 

señalización Wnt, un inductor de la formación ósea [79]. La tensión mecánica en el hueso 

y la señalización por PTH a través de receptores de PTH en osteocitos, inhiben la expresión 

de esclerotina, eliminando la inhibición de la vía de señalización Wnt y permitiendo la 

formación de hueso dirigida por Wnt a través de la interacción del receptor y correceptor 

LRP5 [80]. Esta vía de señalización anabólica es fundamental para establecer la DMO 

basal, sin embargo, los detalles de cómo la deformación mecánica y la señalización por 

PTH ejercen efectos opuestos en fases tempranas y tardías de la remodelación ósea 

fisiológica aún quedan pendientes por determinar. 

Una vez que las células stem mesénquimales o progenitoras de osteoblastos son atraídos 

a las lagunas de reabsorción, estas se diferencian y secretan moléculas que finalmente 

forman el hueso de remplazo. El colágeno tipo I es el componente orgánico primario del 

hueso. Las proteínas no colagenosas, incluyendo proteoglicanos, proteínas glicosiladas 

tales como fosfatasa alcalina inespecífica de tejido, proteínas de unión a integrinas 

(SIBLING), proteínas que contienen Gla (proteína Gla de matriz y osteocalcina) y lípidos 

que componen el material orgánico remanente. Para que el hueso asuma su forma final, la 

hidroxiapatita se deposita en el nuevo tejido osteoide. El mecanismo preciso de la 

mineralización sigue por dilucidarse, sin embargo, la fosfatasa alcalina inespecífica de 

tejido, fosfodiesterasa de nucleótido pirofosfatasa y ANK (anquilosis progresiva) están 

implicados en la generación de la concentración extracelular optima de fosfato inorgánico 

que permite proceder a la mineralización [81]. 

 

Fase de mineralización  
Cuando se ha remplazado una cantidad de hueso igual al reabsorbido, el ciclo de 

remodelado concluye. Las señales de terminación que informan a la maquinaria de 

remodelación para que dejen de funcionar son en gran parte desconocidas. Sin embargo, 

un nuevo rol sobre la actividad de los osteocitos está surgiendo. La pérdida de expresión 

que se produjo para iniciar el proceso de formación mediado por osteoblastos, es posible 

que se reconstituya hacia el final del ciclo de remodelación. Posterior a la mineralización, 

los osteoblastos maduros sufren apoptosis, se convierten en un tipo de célula de 

revestimiento óseo o quedan incrustados dentro de la matriz mineralizada y completan su 
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diferenciación en osteocitos. El entorno de la superficie ósea se restablece y se mantiene 

hasta que se inicie el próximo ciclo de remodelación ósea. 

 

 

 

 
Figura 4.0. Remodelado óseo, se muestran las 5 fases de este proceso: activación, reabsorción, inversa, 

formación y mineralización. 

EPIDEMIOLOGÍA EN MÉXICO 
En los últimos años en México se ha formado un modelo polarizado de transición 

epidemiológica, en el que las enfermedades con etiología infecciosa coexisten con 

enfermedades degenerativas crónicas. Los principales factores que contribuyen a esta 

transición son el aumento en la expectativa de vida, la disminución de la mortalidad, el 

aumento de la población de edad avanzada (65 años o más) y el impacto económico [82]. 

En México existen dos datos bibliográficos sobre la cantidad de individuos con OP y 

osteopenia, los cuales utilizaron la densitometría ósea central como método diagnóstico y 

los criterios de la Organización mundial de la salud para clasificación. El primer estudio se 

realizó en tres diferentes zonas geográficas de México en el que Delezé et al. 2000. 

compararon la DMO femoral y de columna lumbar de 4,460 mujeres de entre 20 y 69 años 

de zonas urbanas [83]. Los resultados mostraron que existe una variación significativa de 

la DMO en diferentes regiones de México. Las mujeres de la región norte del país 

presentaron una DMO más alta en columna lumbar que las mujeres del centro o sur. Sin 

embargo, estas mujeres fueron significativamente más altas y corpulentas que las mujeres 

de las regiones centro y sur. Estos datos sugieren que las diferencias entre distintas 
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regiones geográficas tienen variación según la región de la población estudiada (Figura 

5.0). 

 

Figura 5.0. Prevalencia de osteoporosis y osteopenia en espina lumbar de mujeres de entre 20 y 69 años de 

tres regiones geográficas de México, Norte, Centro y Sureste. 

El segundo estudio se basó en una muestra aleatoria utilizada para el estudio LAVOS en 

mujeres mexicanas y el estudio de la prevalencia de fractura vertebral en hombres. En este 

estudio se utilizó una muestra aleatoria de 807 hombres y mujeres que se realizaron una 

densitometría ósea de columna lumbar y de fémur. Los resultados mostraron que para 

mediciones de columna lumbar el 9% y 17% de hombres y mujeres respectivamente 

presentaron osteoporosis. Por otro lado, el 30% y 43% de hombres y mujeres 

respectivamente presentaron osteopenia. Los resultados totales del fémur revelaron que el 

6% de hombres y el 16% de mujeres presentaron OP y el 56% y el 41% de mujeres 

presentaron osteopenia. 

Los casos de fractura de cadera registrados en el año 2000 se recabaron en todos los 

hospitales de atención terciaria de los dos sistemas de salud más importantes en la ciudad 

de México. El instituto Nacional del Seguro social (IMSS) y la secretaria de Salud (SS). Los 

diagnósticos fueron validados a través de la revisión de casos. 169 mujeres y 98 hombres 

por cada 100,000 individuos sufren fracturas de cadera todos los años y estas cifras 

incrementan en forma exponencial con la edad en ambos sexos. 
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En México, el riesgo de sufrir una fractura de cadera a los 50 años fue de 8.5% en mujeres 

y 3.8% en hombres, en otras palabras 1 de cada 12 mujeres por 1 de cada 20 hombres 

mayores de 50 años sufrirán una fractura de cadera en la edad adulta [82]. De acuerdo a 

un estudio reportado por Maggi, et al. 1991. México presenta una tasa intermedia de 

fracturas de cadera con respecto a otros países; las tasas más altas se registran en Suecia, 

Whites, Olmsted y EE.UU., mientras que las tasas más bajas en China continental y Turquía 

[84]. La figura 6.0 muestra la incidencia promedio de fracturas de cadera entre los años 

2000 y 2006 por edad y sexo. Recientemente se demostró que las tasas de fracturas de 

cadera específicas por edad y sexo entre 2000 y 2006 tanto para hombres como para 

mujeres, aumentaron 1% por año, este mismo informe incluye proyecciones hasta el año 

2050 donde los cambios demográficos estimados para México indican que la cantidad anual 

de fracturas de cadera aumentará de 29.3% en 2005 a 155.8% (estimado) en 2050. Si la 

incidencia específica relacionada con la edad de las fracturas de cadera continúa en 

aumento, esta se incrementará en un 46% adicional (Figura 7.0) [85]. 

 

 

Figura 6.0. Tasa de incidencia específicas de edad y sexo de fracturas de cadera en México. 

 

Los costos económicos directos de las fracturas de cadera estimado para el 2006 según la 

incidencia anual proyectada de las fracturas de cadera en México, supero levemente los 97 

millones de dólares. Este cálculo fue basado en la existencia de cerca de 22,000 casos de 

fractura de cadera con un costo individual por evento de 4,365.50 dólares [86]. Es 

importante mencionar que el tiempo de hospitalización promedio por fractura de cadera es 

diferente en cada institución. El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), tiene el 

promedio más alto con 10.7 días por evento, la Secretaria de Salud tiene un promedio de 
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9.3 días y las instituciones privadas un promedio de 5.2 días [82]. En un estudio anterior, el 

IMSS analizó la frecuencia y los costos de la atención hospitalaria relacionados con las 

fracturas, en un período de dos años (2000-2001) utilizando las altas hospitalarias y los 

datos de los grupos de diagnóstico relacionados para calcular los costos de las fracturas de 

cadera, las fracturas distales de antebrazo y las fracturas vertebrales. El costo promedio 

por cada caso de las fracturas mencionadas fue de 5,101.63 dólares. En este mismo 

estudio, se reportó que el costo de la atención hospitalaria por fracturas de cadera en 

mujeres posmenopáusicas fue de 36, 593,271 dólares en un periodo de dos años [87]. 

Actualmente en México no existen estudios que analicen los costos indirectos de las 

fracturas de cadera y otras fracturas por fragilidad. Dado que existe poca información sobre 

los costos que representan las enfermedades musculo esqueléticas, resulta difícil 

demostrar su carga e impacto en el sistema de salud. Existe la necesidad de realizar estos 

estudios de modo que puedan ser comparados con otros grupos de enfermedades y ser 

priorizados en el contexto del sistema de salud. 

 

 

 
Figura 7.0. Proyección de la población mexicana hasta el 2050. 

 

Fractura vertebral y otras fracturas por fragilidad  

Resultados del estudio LAVOS mostraron la prevalencia radiográfica de las fracturas 

vertebrales en mujeres mayores de 50 años de cinco países de América Latina mediante el 

uso de la metodología estándar previamente reportada en el estudio de fracturas 
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osteoporóticas de Estados Unidos (SOF) y en el estudio prospectivo europeo de 

osteoporosis (EPOS). La prevalencia general en mujeres mexicanas fue del 19.2%, la tasa 

más alta entre los cinco países del estudio (Argentina, Brasil, Colombia, México y Puerto 

Rico). Una de las principales preocupaciones es que las fracturas vertebrales son 

subestimadas en gran medida. Las bases de datos consultadas incluían salas de 

emergencia y consultas con especialistas en todos los centros médicos del país 

pertenecientes al IMSS. Desafortunadamente ninguno de estos centros de salud contaba 

con informes confiables sobre fracturas vertebrales. Una explicación posible de esta 

tendencia es que las fracturas vertebrales no son diagnosticadas en ningún nivel de 

atención médica y probablemente sean reportadas como espondiloartrosis o lumbago. 

 

El diagnóstico oportuno de las fracturas vertebrales posibilita el diagnóstico y el tratamiento 

de la enfermedad subyacente y la consecuente prevención de futuras fracturas. A través de 

las bases de datos de la división de informática del IMSS, se analizó la frecuencia de otras 

fracturas osteoporóticas principales en hombres y mujeres mayores de 50 años. De acuerdo 

con la información bibliográfica, las fracturas de muñeca son el tipo de fracturas 

comunicadas con más frecuencia, seguidas por las fracturas de cadera, humero y pelvis. 

Actualmente en México, existen cerca de 409 equipos de absorciometría dual de rayos x 

(DXA). El 85% de estos equipos se encuentran en el sector privado. La sociedad Mexicana 

de Metabolismo Óseo y Mineral (AMMOM), que ofrece el curso de certificación en 

densitometría ósea en forma anual, comunica el uso de no más de 300 equipos para medir 

densidad mineral ósea en centros donde se realiza este tipo de estudios y solo algunos 

técnicos obtuvieron la certificación otorgada por la sociedad Internacional de Densitometría 

Clínica u otros exámenes [88].  

El costo de una densitometría ósea en México oscila entre 18 y 131 dólares, dependiendo 

del servicio (privado o estatal). Actualmente no se conoce con exactitud la cantidad de 

densitómetros óseos en México. En 2008, se calcula un aproximado de 16,724,525 

personas mayores de 50 años, desde entonces solo se contaba con 1.8 a 2.3 equipos por 

cada millón de individuos. El desequilibrio de este recurso es notable, debido a que la mayor 

parte de la población mexicana utiliza los centros médicos estatales donde solo se 

encuentra una pequeña porción de los densitómetros óseos (15%) del país [88]. 

Si bien, la masa ósea puede estimarse midiendo la DMO a través de la densitometría dual 

de rayos X (DXA), su medición no captura todos los factores de riesgo de fractura. Los 
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cambios cuantitativos en el recambio esquelético se pueden evaluar de manera fácil y no 

invasiva mediante la medición de marcadores bioquímicos, séricos y urinarios que pueden 

ser productos de desecho o marcadores de algún proceso en la homeostasis del hueso 

[89]. Por otro lado, como se mencionó a lo largo de esta tesis, algunas enfermedades 

esqueléticas frecuentes como la osteoporosis o la artrosis, tienen una clara tendencia a la 

agregación familiar, sugiriendo que su componente hereditario es importante. Sin embargo, 

se ha estimado que la herencia explica del 50-80% de la variabilidad de la masa ósea y 

estudios enfocados a identificar variables alélicas en genes candidato apenas explican una 

pequeña proporción de ese componente hereditario. Por esta razón los componentes 

epigenéticos pueden contribuir a explicar ese fenómeno, ya que estos permiten adaptar la 

expresión de los genes a las condiciones ambientales. Estos mecanismos incluyen a la 

metilación del ADN, modificaciones pos-transcripcionales de las histonas, la estructura 

general de la cromatina y los RNAs no codificantes que incluyen a los microRNAs (miRNAs), 

los cuales pueden ser monitoreados de forma no invasiva a través de sangre y fluidos 

biológicos [90]. 

MicroRNAs (miRNAs)  
Existen múltiples tipos de RNAs pequeños que han evolucionado en células de eucariontes 

para suprimir material genético y transcrito no deseado. Los RNA pequeños se definen por 

su longitud y su asociación con proteínas de la familia argonauta (AGO). En mamíferos, se 

clasifican en tres clases: microRNAs (miRNAs), siRNAs y RNAs que interactúan con PIWI 

(piRNA). Los factores de transcripción, proteínas de unión al RNA y miRNAs son un 

conjunto de factores que actúan coordinadamente para regular redes de expresión 

importantes en las funciones celulares [91]. Después de la transcripción el mRNA está 

sujeto al proceso de splicing, exportación al núcleo y poliadenilación, seguido del inicio de 

la traducción y elongación. Cada uno de estos procesos representa un punto en el cual la 

expresión puede ser regulada, permitiendo un ajuste en respuesta a los cambios en las 

condiciones ambientales. Los miRNAs son RNAs cortos (aproximadamente de 22 

nucleótidos), no codificantes, que regulan la transcripción, poliadenilación y traducción de 

un mRNA blanco [92]. 

 

Funciones de los miRNAs 
Los miRNAs representan una clase abundante de RNAs pequeños, no codificantes, 

altamente conservada, con la función de regular la expresión pos-transcripcional de los 

mRNAs. En organismos complejos, los miRNAs regulan una amplia gama de procesos 
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biológicos incluyendo la proliferación, diferenciación, metabolismo, división celular y 

apoptosis (muerte celular programada). Por otro lado, estas moléculas están implicadas en 

muchas enfermedades, como: múltiples tipos de cáncer [93], enfermedades 

cardiovasculares [94], enfermedades metabólicas [95], Diabetes [96] y enfermedades del 

metabolismo óseo [97]. Por otro lado, estas moléculas se han propuesto como potenciales 

biomarcadores para la detección temprana, monitoreo y diagnóstico de múltiples 

enfermedades como cáncer [98], cardiovasculares [99], diabetes [100], lupus [101] y 

osteoporosis por mencionar algunos [102]. 

 

Biogénesis de los miRNAs  
La biogénesis de los miRNAs consta de algunos pasos que son: la transcripción, 

procesamiento del miRNA primario (pri-miRNA), transporte al citoplasma, procesamiento 

del precursor del miRNA (pre-miRNA), selección de la cadena, transcrito blanco y destino 

de la transcripción. Esta serie de pasos ayuda a que solo los RNAs con las estructuras y 

secuencias correctas puedan regular la expresión génica.  

Los genes que transcriben a un miRNA se encuentran en todos los cromosomas humanos 

a excepción del cromosoma “Y”. Los promotores de genes que codifican a proteínas, así 

como los promotores de los miRNAs son regulados por factores epigenéticos y factores de 

transcripción. Los genes de los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II o III de 

genes de miRNAs independientes o de los intrones de genes que codifican a proteínas.  

El producto inicial de la transcripción de un gen de miRNA es el transcrito primario (pri-

miRNA) el cual podría tener una longitud de algunos cientos de nucleótidos. Múltiples 

miRNAs podrían ser co-transcritos en un solo pri-miRNA. En el extremo 3' del pri-miRNA se 

agrega un Cap o capuchón (7meG) y es poliadenilado, al igual que los transcritos de mRNA. 

Los transcritos en tándem de varios miRNAs junto con genes que codifican a proteínas 

permite que los genes se expresen juntos, estos pueden interactuar dentro de una misma 

vía o a través del entrecruzamiento de vías [103].  

En mamíferos, los pri-miRNAs son procesados dentro del núcleo a través del complejo de 

la región crítica del gen 8 del síndrome Drosha-Di George (DGCR8). Drosha es una RNAsa 

tipo III endonucleasa y DGCR8 se cree que recluta y une al transcrito [104]. Las secuencias 

que preceden la región 5' y al extremo 3' terminal del pri-miRNA forman un tallo imperfecto 

que es reconocido por DGCR8, lo que permite a Drosha cortar aproximadamente 11pb de 

distancia [105]. El pri-miRNA al ser procesado por el complejo Drosha-DGCR8 da origen al 
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precursor de un miRNA maduro (pre-miRNA), el cual es una horquilla de aproximadamente 

60-100 nucleótidos. 

El pre-miRNA es transportado del núcleo al citoplasma por Exportin5 y Ran-GTP [106]. Los 

transcritos exentos de este proceso son los intrones cortos que contienen precursores de 

miRNAs llamados “mirtrons” (Figura 8.0). Algunos mirtrons empalmados y no ramificados 

pueden evitar el procesamiento por Drosha y acceder a la ruta canónica de procesamiento 

de los miRNAs después de la exportación nuclear [107]. 

 

 
Figura 8.0. Organización genómica de genes de microRNAs. Los genes de los miRNAs pueden ser inter-génicos 

(solos o agrupados), en un intrón de un RNA no codificante, de un gen que codifica a una proteína (solos o 

agrupados) o pueden ser mirtrons (parte de un intrón corto de algún gen). 

 

Más adelante los pre-miRNAs son procesados por la proteína de unión a ARN en respuesta 

a activación trans (TRAP) [108]. Por otro lado, Dicer es una RNAsa tipo III endonucleasa y 

se cree que TRBP recluta y se une al pre-miRNA para estabilizar la interacción de Dicer-

RNA. Existen varios requisitos para el reconocimiento y escisión del RNA dúplex por Dicer 

[109], Por ejemplo, solo los miRNAs dúplex con mismatches formaran un eficiente complejo 

con Dicer/Ago1. Los mismatches en la región semilla o 3' terminal, promueven el 

desenrollamiento del RNA dúplex mientras que el bucle terminal puede promover la 

renovación de la enzima [109,110]. La escisión por Dicer produce un miRNA dúplex de 

aproximadamente de 21 nucleótidos que se incorporan en el complejo de silenciamiento de 

RNA inducido (RISC). El RISC incluye a Dicer, TRBP, PACT (Proteína activadora de PKR), 

y una de las cuatro proteínas Ago [111].  

El miRNA dúplex es separado por helicasas en dos cadenas simples, la cadena guía 

madura (Figura 9.0) y la cadena complementaria del miRNA [109]. La selección de la 
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cadena guía depende de los primeros nucleótidos en el extremo 5' y de que la proteína Ago 

se encuentre presente en RISC [112]. Los miRNAs son típicamente degradados por el 

complejo RISC, aunque se cree que algunos miRNAs regulan negativamente la expresión 

génica, como un miRNA maduro. Se desconoce porque algunos miRNAs son funcionales. 

Una hipótesis es que las cadenas podrían usarse de forma diferente en respuesta a señales 

extracelulares o intracelulares para regular un conjunto más diverso de genes que codifican 

a una proteína según sea necesario, otra hipótesis es que la selección de cadenas podría 

ser especifica de ciertos tejidos [113]. Una vez que RISC contiene la cadena guía, este 

alinea los nucleótidos complementarios con la región 3'UTR del mRNA blanco. La mayoría 

de los sitios de unión de un miRNA se encuentran dentro de la región 3'UTR, aunque hay 

algunos miRNAs en la región 5'UTR de un mRNA [114]. Parece haber una base biológica 

para la interacción preferencial de miRNAs con la región 3'UTR. Los datos sugieren que los 

sitios de unión de miRNAs dentro de la región codificante de un transcrito son menos 

eficaces para regular la represión traduccional. Esto es probablemente debido a la 

capacidad de los complejos ribosómicos para anular e inhibir la interacción miRNA-RISC 

con el (los) sitio (s) de unión potencial (es) [115]. Relativamente existen pocos sitios 

funcionales de unión a miRNAs en la región 5'UTR de un transcrito. La actividad de 

reconocimiento del ribosoma puede ser perjudicada por la interacción del miRNA-RISC con 

la región 5'UTR, sugiriendo que habría una inhibición eficaz de la expresión del gen. Aunque 

la ubicación general de un sitio de unión a un miRNA dentro de un transcrito ayuda a definir 

el grado de represión mediado por un miRNA, otros factores contribuyen a su eficiencia. 

Estos factores incluyen la secuencia contexto del sitio de unión del miRNA, el número de 

sitios dentro del mRNA, la estructura local del RNA y la distancia entre los sitios blancos 

[116]. El grado de alineamiento de bases entre el miRNA y el mRNA blanco, determina el 

destino de la transcripción. Es de particular importancia la interacción entre la región 

“semilla” del miRNA (2-8 nucleótidos) y el extremo 3' del sitio de unión al transcrito del 

mRNA. La región semilla determina la unión de un miRNA, si existe una unión perfecta 

entre el miRNA y el mRNA blanco, el mRNA sufre de una escisión por la endonucleasa 

Ago2, posiblemente en cuerpos de procesamiento del mRNA (cuerpos P) [117]. La unión 

imperfecta de los miRNAs a sus mRNA blancos desencadena la represión traduccional 

[117]. Para la mayoría de los mRNA, el inicio de la traducción se produce cuando el 5'-cap 

m7GpppN es reconocido por eIF4E, un componente de factor de inicio de la traducción eIF 

en eucariontes. Este complejo también incluye eIF4G, el cual interactúa con eIF3 para 

reclutar la subunidad ríbosomal 40S y la proteína de unión poliadenilada 1 (PABP1). La 
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interacción de eIF4G con eIF4E y PABP1 físicamente junta los extremos 5' y 3' del mRNA 

estimulando el inicio de la traducción al aumentar la afinidad de eIF4E por el 5'cap. Los 

factores de activación Trans, que unen la 3'UTR inhiben la traducción por reclutamiento de 

proteínas que bloquean la interacción eIF4E-eIF4G o que se unen a la 5', lo que impide el 

ensamblaje del complejo de iniciación del ribosoma 40S [118]. Algunos estudios han 

mostrado que este es el caso de los componentes del RISC, específicamente las proteínas 

Ago [119]. 

El dominio central de la familia de proteínas Ago tiene algunas secuencias homologas a el 

dominio de unión al Cap eIF4E. Mutaciones en los dominios de las proteínas Ago suprimen 

la represión traduccional del m7G mRNA, sugiriendo que las proteínas Ago pueden 

competir con el eIF4E para inhibir la traducción [120].  

Los miRNAs también pueden reprimir la traducción pos-iniciación, el complejo miRNA-RISC 

puede unirse a la traducción activa de un mRNA, reduciendo la elongación del péptido o 

potenciando la terminación de la traducción. Como un componente del RISC, proteínas Ago 

1, 3 y 4 regulan la inhibición post-iniciación [121]. Estudios iniciales de blancos de miRNAs 

sugieren que solo los niveles de proteínas de blancos regulados fueron disminuidos 

mientras que los niveles de los mRNA blancos no se vieron afectados. Sin embargo, la 

alteración de la expresión de miRNAs en células o tejidos causa cambios significativos en 

los perfiles de expresión de los mRNA blancos, sugiriendo que los miRNAs pueden inducir 

la desestabilización del mRNA [122]. En eucariontes la degradación del mRNA puede ocurrir 

cuando existe un acortamiento de la cola de poli (A). Como parte del RISC, las proteínas 

Ago 1, 3 y 4 se piensa que reprimen la traducción al promover la degradación mediada por 

la cola de poli (A).  Por otro lado, la función de los miRNAs en los cuerpos P, es secuestrar 

los transcritos blancos para almacenarlos, eliminar el m7G, desadenilarlo y degradarlo 

[117]. 

Interesantemente, los cuerpos P, podrían también actuar como un espacio de 

almacenamiento temporal o reprimir traduccionalmente los mRNA. Ya que la mayoría de 

los componentes de los cuerpos P se encuentran dispersos en el citosol, es probable que 

la represión por estas proteínas sea iniciada en el citosol y los mRNA suprimidos se agregan 

para formar los cuerpos P. Los gránulos de estrés son otro tipo de cuerpos que contienen 

mRNA reprimidos y son acumulados en respuesta a condiciones de estrés o inhibición 

general de la traducción [123]. 
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Figura 9.0. Biogénesis de miRNAs. Los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II o III en un miRNA 

primario (pri-miRNA), el cual es procesado por Drosha/DGCR8 en un miRNA precursor (pre-miRNA). La cadena 

del miRNA maduro se muestra en color rojo, el pre-miRNA es transportado del núcleo al citoplasma por Exportin 

5, donde es procesado por Dicer/TRBP (proteína de unión a RNA Dicer-TAR) en un miRNA dúplex. El RNA 

dúplex es separado por una helicasa y la cadena madura (rojo) es incorporada en el complejo de silenciamiento 

inducido por RNA (RISC). Dependiendo de la complementariedad del miRNA con un mRNA blanco, el RISC 

podrá regular la expresión de su gen blanco por represión de la traducción o degradación del mRNA. 

ANTECEDENTES 

 

MiRNAs en osteoblastogénesis  
Las células madre mesénquimales (CMM), son células pluripotentes que tienen potencial 

para autorrenovarse y diferenciarse en varios linajes de tejidos mesénquimales, entre ellos 

los osteoblastos. Ambos procesos son regulados por mecanismos genéticos y epigenéticos. 

En la última década, estudios indican que dentro de los mecanismos epigenéticos se 

encuentran los miRNAs, los cuales tienen una función mediadora en procesos de 

proliferación y diferenciación de CMM. Por ejemplo: miR-133 es expresado en tejido 
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cardiaco adulto y musculo esquelético, se ha observado que este miRNA es sobre 

expresado durante la diferenciación de mioblastos en la línea celular C2C12 [124]. Se ha 

demostrado que miR-133 es desregulado en presencia de proteína morfogénica ósea 2 

(BMP-2) en la línea celular C2C12, sugiriendo que miR-133 podría tener un papel adicional 

en la inhibición de osteoblastos [125]. Por otro lado, se demostró que la sobreexpresión de 

miR-133 o miR-135 bloquea la inducción mediada por BMP-2 de marcadores osteoblásticos 

tales como: fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina y HOXA10. Por otro lado, estudios 

demostraron que Runx2 es blanco de miR-133 y Smad5 de miR-135. La baja regulación de 

estos dos miRNAs por BMP-2 tiene un papel importante en la regulación positiva de Runx2 

y Smad5 durante la diferenciación osteogénica. De forma similar, miR-206 disminuye en 

respuesta a BMP-2 en células C2C12 durante la diferenciación de osteoblastos murinos 

primarios [126]. Otros estudios en líneas celulares muestran que las secuencias de los 

miRNAs maduros miR-141 y miR-200a son muy similares y la expresión de estos miRNAs 

disminuye en células osteoblásticas MC3T3-E1 tratadas con BMP-2. MiR-141 y miR-200a 

parecen ser reguladores negativos de la diferenciación de osteoblastos ya que su 

sobreexpresión inhibe este proceso. Dlx5 (Distal-less homeobox 5) es un factor de 

transcripción maestro de la osteogénesis y su región 3'UTR tiene dos potenciales sitios de 

unión para miR-141 y miR-200a [127]. En líneas celulares donde se sobreexpresan miR-

141 o miR-200a, los niveles de proteína Dlx5 disminuyeron, dado que Dlx5 activa la 

transcripción de osterix, un factor de transcripción crucial en la diferenciación de 

osteoblastos. Es posible que la represión de miR-141 y miR-200a inducida por BMP-2 

aumente indirectamente la expresión de osterix y promueva la osteoblastogénesis [128]. 

Otro miRNA implicado en osteoblastogénesis es miR-208 el cual se demostró que 

disminuye en presencia de BMP-2 [127]. La sobreexpresión de miR-208 antagoniza la 

diferenciación osteoblástica mediada por BMP-2 de células MC3T3-E1 y osteoblastos 

primarios de ratón. El factor de transcripción osteogénico Ets1 es un blanco de miR-208, su 

función es estimular la transcripción de la osteopontina y Runx2. Por lo tanto, BMP-2 

disminuye la expresión de miR-208 permitiendo la regulación de Ets1 promoviendo la 

diferenciación osteoblástica. 

 

Estudios en modelos animales muestran que en células mesénquimales de ratón ST2, la 

expresión de miR-125b disminuye después de seis días de tratamiento con BMP-4. Por otro 

lado, miR-125b tiene un efecto negativo en la diferenciación osteoblástica, su 

sobreexpresión disminuye la actividad de ALP mientras que en ratón knockout de miR-125b 
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incrementa la expresión de ALP [129]. Por otro lado, Runx2 también puede ser regulado 

negativamente por algunos miRNAs como miR23a/27a/24-2 en osteoblastos murinos [130]. 

Este conjunto de miRNAs es sobre-regulado durante la diferenciación de los osteoblastos 

de rata, pero solo miR-23 parece unirse a la región 3'UTR de Runx2.  

 

Estudios en humanos han mostrado que los miRNAs miR-199a y miR-346 son regulados 

positivamente durante la diferenciación osteoblástica o adipogénica de CMM humanas 

[131]. Estos miRNAs regulan negativamente al factor inhibidor de la leucemia (LIF), un 

marcador de la múltipotencia de CMM humanas y están asociados con el estado no 

comprometido de las células madre embrionarias y adultas. De hecho, la expresión de LIF 

disminuye a medida que disminuye la plasticidad de las células madre. Por otro lado, la 

inhibición de LIF por miR-199a y miR-346 en CMM humanas, probablemente contribuyan a 

la inducir la diferenciación osteoblastica. Por otro lado, una de las familias de miRNAs 

asociadas a la osteoblastogénesis mejor caracterizada es la de miR-29, la cual está 

implicada a la función de los osteoblastos, estos miRNAs son importantes reguladores 

positivos de la diferenciación de osteoblastos. La expresión de los miembros de la familia 

de miR-29 es baja durante las primeras fases de deposición de la matriz durante la 

osteoblastogénesis. Un bajo nivel de expresión de miR-29a es necesario ya que este 

miRNA podría regular genes formadores de la matriz ósea incluidos COL1A1, COL3A1 y 

osteonectina (ON) [132].   La co-regulación de la osteonectina y las proteínas de colágenos 

fibrilares no es inesperada ya que la osteonectina juega un papel crítico en la regulación de 

la formación de fibrillas de colágeno [133]. Más adelante, la expresión de miR-29 

incrementa a medida que la matriz madura y los osteoblastos alcanzan la maduración 

terminal [134]. La sobre expresión de miembros de la familia miR-29, promueven la 

diferenciación osteoblástica, mientras que la diminución de miR-29 disminuye los 

marcadores de diferenciación [135]. Actualmente se sabe que la vía de señalización WNT 

canónica es un regulador positivo crítico de la diferenciación de osteoblastos que induce 

rápidamente la expresión de miR-29a y 29c [136].  

Dado que la activación de la vía de señalización WNT canónica tiende a aumentar durante 

la diferenciación de osteoblastos, es posible que esta vía desempeñe un papel en el 

aumento de la expresión de miR-29 que ocurre durante la diferenciación de osteoblastos 

[137]. Además, miR-29a modula la vía de señalización WNT canónica en un ciclo de 

retroalimentación positiva, para promover la diferenciación de osteoblastos humanos [136].  
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Un miRNA que también ha sido implicado en la osteoblastogénesis es miR-27. Se ha 

observado que este miRNA aumenta durante la diferenciación de los osteoblastos, 

regulando negativamente la poliposis adenomatosa coli (APC) y favoreciendo la 

osteoblastogénesis. Cuando la osteoblastogénesis no se encuentra activa por señalización 

de la vía WNT, ACP es parte de un complejo inhibidor que se une a β-catenina evitando su 

translocación al núcleo. Estos datos sugieren que miR-27 podría promover la 

osteoblastogénesis a través de la regulación de APC permitiendo la activación de la 

señalización por WNT [138]. En la tabla 2.0 se muestran los miRNAs asociados a la 

osteoblastogénesis. Sin embargo, estudios sobre miRNAs asociados a la 

osteoclastogénesis son limitados. 

Monocitos como modelo en el estudio de osteoclastos  
 

Estudios dirigidos a identificar el rol de los miRNAs en osteoclastogénesis son relativamente 

limitados principalmente por el difícil acceso a estas células. Sin embargo, los monocitos 

circulantes son células importantes que participan en el proceso de osteoclastogénesis 

como precursores de osteoclastos, se obtienen de forma relativamente sencilla, pueden 

diferenciarse in vitro a osteoclastos maduros [139] y pueden secretar factores 

característicos de los osteoclastos como: interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6) y Factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-α) [140,141]. Algunos estudios han reportado a los monocitos 

como un modelo potencial para el estudio de osteoclastos y desarrollo de enfermedades 

como la osteoporosis, a nivel de proteínas [142], a nivel genético en la búsqueda de 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) asociados al desarrollo de la osteoporosis [143] 

y a nivel de RNA no codificante, por ejemplo: de la Rica et al. 2015. En el que se realizó un 

análisis de los cambios de expresión de miRNAs durante la diferenciación de osteoclastos 

partiendo de monocitos humanos primarios, observando la rápida sobre regulación de dos 

grupos de miRNAs, miR-212/miR-132 y miR-99b/let-7e/miR-125a. Se demostró que estos 

miRNAs regulan negativamente genes monocito específicos y genes inmunomoduladores 

como: TNFAIP3, IGF1R e IL15. La depleción de estos miRNAs inhibe la diferenciación de 

osteoclastos y sobre regula la expresión de sus genes blancos. Un dato importante es que 

los autores también describen al factor nuclear kappa B (NF-kB) como un regulador de la 

expresión de estos dos grupos de miRNAs en el proceso de diferenciación de monocitos 

humanos a osteoclastos [144]. Más adelante se describe la participación de algunos 

miRNAs que han sido implicados en osteoclastogénesis. 
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Tabla 2.0. Antecedentes de MiRNAs asociados a osteoblastogénesis 

 

 

 

miRNAs Especie Blancos Expresión miRNA endógeno Función del miRNA Enfermedades relacionadas Referencias 

miR-133 C2C12 Runx2 Sobre-expresión regula 
osteoblastogénesis 

Bloquea la expresión de marcadores 
osteoblásticos 

No se mencionan [125] 

miR-135 C2C12 Smad5 Sobre-expresión regula 
osteoblastogénesis 

Bloquea la expresión de marcadores 
osteoblásticos 

No se mencionan [145] 

miR-206 humano ALP Sobre-expresión inhibe la función 
de los osteoblastos 

Regula la diferenciación y función de 
osteoblastos pericondriales 

Osteoporosis [126] 

miR-141 MC3T3-E1 Dlx5 Disminuye en células 
osteoblásticas MC3T3-E1 

Inhibe la diferenciación de osteoblastos Osteoporosis [127] 

miR-200a MC3T3-E1 Dlx5 Disminuye en células 
osteoblásticas MC3T3-E1 

Inhibe la diferenciación de osteoblastos Osteoporosis [127] 

miR-208 MC3T3-E1 Ets1 Regula la diferenciación 
osteoblástica 

estimula la transcripción de la 
osteopontina y Runx2 

Osteoporosis [146] 

miR-125b ST2 ALP La expresión disminuye bajo el 
estímulo de BMP-4 

Regula negativamente la diferenciación 
de osteoblastos 

No se menciona [129] 

miR-210 ST2 ALP La expresión incrementa bajo el 
estímulo de BMP-4 

Regula negativamente la diferenciación 
de osteoblastos 

No se menciona [147] 

miR-26a Humano SMAD1 Disminuye la regulación de la vía 
BMP 

Regula la osteoblastogénesis Osteoporosis [71] 

miR-199a Humano LIF La sobre regulación activa la 
diferenciación de células 

embrionarias 

Regula positivamente la 
osteoblastogénesis 

No se menciona [131] 

miR-346 Humano LIF La sobre regulación activa la 
diferenciación de células 

embrionarias 

Regula positivamente la 
osteoblastogénesis 

No se menciona [131] 

miR-29 Humano COL1A1, 
COL3A1 y 

osteonectina 
(ON) 

La sobre expresión favorece la 
diferenciación de células madre a 

osteoblastos 

Regulación positiva de la 
osteoblastogénesis 

No se menciona [132] 
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miRNAs en osteoclastos 
Estudios dirigidos a identificar el rol de los miRNAs en osteoclastogénesis son relativamente 

limitados. Sin embargo, la delesión de Dicer de células tipo específico en diferentes niveles 

de la osteoclastogénesis destaca la importancia de los miRNAs en la función de los 

osteoclastos. Por ejemplo, la delesión de Dicer en osteoclastos maduros utilizando un 

transgén Cre dirigido a un promotor de catepsina K en ratones con alelos Dicer atenuados, 

resulta en el incremento de la masa ósea del compartimiento trabecular, debido a un 

incremento en el número de osteoclastos [148]. En un modelo de osteoclastogénesis in vitro 

este proceso fue suprimido, sugiriendo un fenómeno celular autónomo. Un dato interesante 

es que la delesión de Dicer en osteoclastos maduros también resulto en una disminución 

de la tasa de formación ósea, indicando una disminución general en el remodelado óseo. 

Estos autores reportan que el análisis de expresión de miRNAs en microarreglos muestra 

cambios en los perfiles de expresión de miRNAs en precursores de osteoclastos tratados 

por 24 horas con M-CSF/RANKL para inducir la osteoclastogénesis. En este estudio, la 

expresión de miR-302 fue estimulada aproximadamente 1.8 fold-change y fue implicado en 

pluripotencialidad de células stem hematopoyéticas [149].  

Estudios en líneas celulares  
Estudios en líneas celulares muestran la participación de miRNAs en precursores de 

osteoclastos. miR-146 inicialmente fue identificado en la línea celular THP-1. El incremento 

de la expresión de miR-146 por estimulación de lipopolisacaridos (LPS) depende de NF-kB 

el cual controla la señalización de citocinas asociadas a la muerte celular a través de un 

circuito de retroalimentación negativa y supresión de los niveles de expresión de las 

proteínas TRAF6 y receptor de IL-1 asociado a cinasa 1 [150]. Ambas moléculas son 

importantes en la osteoclastogénesis. Otro miRNA implicado en osteoclastogénesis es miR-

144-3p. Este miRNA ha sido asociado a múltiples tipos de cáncer. Ensayos in vitro 

mostraron que la transfección de un mimic miR-144-3p en líneas celulares de mieloma 

múltiple (MM) y suero de pacientes inhibe su proliferación, formación de colonias y 

promueve el arresto del ciclo celular en la fase G0/G1 [151]. En el metabolismo óseo, miR-

144-3p fue detectado en suero de pacientes con osteoporosis. De acuerdo a este estudio 

miR-144-3p está implicado en la osteoclastogénesis a través de la regulación de RANK en 

vertebrados. La expresión interrumpida de miR-144-3p en monocitos circulantes humanos 

cambia la actividad de TRAP y genes específicos de OC como: TRAP, CTSK y NFATc1, 

afectando procesos como formación, proliferación y apoptosis. Estos datos sugieren que 

miR-144-3p regula la homeostasis del hueso y por lo tanto representa un nuevo candidato 
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terapéutico para el tratamiento de la osteoporosis [152]. Estudios en la línea celular 

RAW264.7 de ratón mostraron que la sobre expresión de miR-223 inhibe completamente la 

formación de células multinucleadas TRAP+ [153]. Estudios con microarreglos para detectar 

la expresión de miR-223 maduro en la línea celular RAW264.7 tratadas con RANKL y TNF-

α muestran que miR-223 tiene una regulación negativa durante la diferenciación de 

osteoclastos [154]. En resumen, la regulación de miR-223 disminuye durante la 

diferenciación de osteoclastos. Por lo tanto, es posible inhibir la diferenciación y maduración 

de este tipo de celular, así como la erosión ósea a través de la regulación positiva de miR-

223.  

Estudios en modelos animales  
En modelos animales, uno de los miRNAs más estudiados por su asociación a la 

osteoclastogénesis es miR-21. Previamente este miRNA fue asociado al metabolismo óseo 

en un modelo in vitro como promotor de la osteogénesis [155]. Estudios en un modelo de 

ratón miR-21-/- mostraron la función de este miRNA como regulador de la 

osteoclastogénesis. En este modelo se observó que la expresión de RANKL es promovida 

mientras que la expresión de OPG es suprimida. Este efecto fue confirmado por cambios 

correspondientes en la expresión de mRNA de RANKL y OPG en osteoblastos de ratón 

miR-21-/- y en la secreción de RANKL y OPG en medio de cultivo. Por lo tanto, los autores 

infieren que el incremento posnatal de la masa ósea trabecular en ratones con miR-21-/-  no 

es atribuida a cambios en la osteoclastogénesis [156]. Sin embargo, otros reportes 

muestran a miR-21 involucrado en osteoclastogénesis inducida por RANKL en macrófagos 

de medula ósea de ratón. En estudios previos, miR-21 fue involucrado en la diferenciación 

de osteoclastos inducida por RANKL en macrófagos de medula ósea de ratón. Factores de 

transcripción para la osteoclastogénesis como: c-Fos y PU.1 desencadenan la transcripción 

de miR-21 a través de los sitios de unión a AP-1 y PU.1 en el promotor miR-21 [157]. Por 

otro lado, también se ha reportado que miR-21 regula la formación de osteoclastos a través 

de un bucle positivo de retroalimentación que involucra a c-Fos/miR-21/PDCD4 (muerte 

celular programada 4). En este proceso, el factor de transcripción de la osteoclastogénesis 

c-Fos sobre-regula la expresión de miR-21, luego disminuye la regulación de la expresión 

de la proteína PDCD4, la cual a su vez reprime la inhibición inducida por PDCD4 a c-Fos 

promoviendo la osteoclastogénesis inducida por RANKL [158]. Estos autores también 

descubrieron que miR-21 juega un papel importante en el control de los estrógenos ya que 

estos inducen la apoptosis de los osteoclastos e inhiben la osteoclastogénesis [159]. Los 

estrógenos regulan negativamente la biogénesis miR-21 de modo que los niveles de la 
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proteína FasL (ligando de Fas), un gen blanco de miR-21 aumentan su expresión después 

de la transcripción y por lo tanto inducen la apoptosis de los osteoclastos [160]. 

Otro miRNA identificado en modelos animales es miR-124. Sin embargo, su papel en la 

osteoclastogénesis es poco claro. Tang et al. 2017 a través de un modelo de ratón 

ovariectomizado y normal obtuvieron monocitos circulantes de medula ósea que fueron 

estimulados con RANKL y M-CSF para ser diferenciados a osteoclastos. En este estudio 

se encontró que miR-124 no afecta la viabilidad de los monocitos circulantes de medula 

ósea ya que las células tratadas con mimics miR-124 o inhibidores de miR-124 no revelaron 

cambios significativos en la viabilidad de las células, sugiriendo que la sobre-regulación o 

sub-regulación de miR-124 no tiene efectos marcados sobre la proliferación de los 

monocitos circulantes de medula ósea de ratón. Por otro lado, se observó que las células 

transfretadas con miR-124 mimics o inhibidores de miR-124 que fueron inducidos a 

diferenciación a osteoclastos, mostraron que la desregulación de miR-124 estimula 

notablemente la diferenciación de osteoclastos, la cual fue evidenciada por el incremento 

en la expresión de genes específicos que son marcadores característicos de la 

osteoclastogénesis como: NFATc1 y TRAP. Sin embargo, también se observó que la sobre-

expresión de miR-124 inhibe significativamente la diferenciación osteoclástica de monocitos 

circulantes de medula ósea. El análisis bioinformático demostró que Rab27a es un gen 

blanco de miR-124. En reportes previos se ha encontrado que una disminución en la 

expresión de Rab27a muestra una baja actividad de reabsorción de los OC indicando el 

importante rol de este gen en el mantenimiento y funciones normales de los OC. También 

se muestra que la depleción de Rab27a resulta en fenotipos anormales de los OC. Estos 

datos sugieren que la sobre-expresión de miR-124 marca una disminución de Rab27a lo 

que perjudica las funciones normales de los OC, lo que indica que miR-124 inhibe la 

osteoclastogénesis vía supresión de Rab27a [161]. 

 

Estudios en monocitos humanos  
Estudios en monocitos humanos muestran el papel de miRNAs asociados a la 

osteoclastogénesis. MiR-31 es un miRNA asociado a osteoclastogénesis. De acuerdo a lo 

reportado por Mizoguchi et al, 2013. Reportaron un modelo de diferenciación de células 

precursoras hematopoyéticas de medula ósea humanas a osteoclastos maduros bajo el 

estímulo de RANKL. Se observo que miR-31 es sobre-regulado, mientras que bajo el efecto 

de un antagomir la expresión de miR-31 disminuye e inhibe la osteoclastogénesis. Análisis 

posteriores mostraron que miR-31 podría controlar la osteoclastogénesis y reabsorción 
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ósea a través de la organización del cito-esqueleto a través de la regulación del gen RhoA 

el cual está asociado a la formación de fibras de tensión de actina y adhesión focal [162].  

La inhibición de RhoA por la exoenzima C3 inhibe la formación de anillos de actina y 

formación de pozos sobre discos de dentina. Por otro lado, la inactivación de RhoA por C3 

es comparable con la regulación por miR-31 sugiriendo que este miRNA es una molécula 

crucial en el control del desarrollo y función de los osteoclastos [163]. 

Inicialmente miR-133a fue asociado a la regulación de procesos de diferenciación en 

células musculares y en patogénesis de enfermedades miogénicas y del corazón [124]. En 

el metabolismo óseo se encontró que la sobre expresión de miR-133a en la línea celular 

osteoblástica MC3T3 regula la expresión de RUNX2 (factor de transcripción que orquesta 

la osteoblastogénesis) y ALP (fosfatasa alcalina), un marcador de la formación de 

osteoblastos. Estos descubrimientos sugieren que este miRNA tiene un papel importante 

en la producción y diferenciación de osteoblastos [164]. Estudios en cáncer de hueso 

determinaron que miR-133a se encuentra desregulado en líneas celulares y en tejido 

primario de osteosarcoma humano, estos cambios correlacionan significativamente con la 

progresión de tumores y prognosis en pacientes. Más adelante estudios funcionales 

mostraron que la restauración de la actividad de este miRNA podría reducir la proliferación 

celular, promover la apoptosis y suprimir la tumorigenicidad en líneas celulares de 

osteosarcoma [165]. MiR-133 también ha sido implicado en la regulación de la 

osteoclastogénesis. En este estudio Wang et al. 2012. compararon la expresión de miR-

133a en monocitos de sangre periférica de mujeres posmenopáusicas caucásicas con 

densidad mineral ósea (DMO) normal contra DMO baja, sus resultados mostraron miR-133a 

se encuentra sub-regulado en mujeres con baja DMO. El análisis bioinformático demostró 

que miR-133a regula negativamente 3 genes asociados al metabolismo óseo: CXCL11, 

CXCR3 y SLC39A1, los cuales no parecen tener un papel importante en la 

osteoclastogénesis. Sin embargo, la sobre regulación de miR-133a en mujeres con baja 

DMO podría tener un papel como posible biomarcador para la detección de la OP [141]. 

Otro estudio de identificación de miRNAs en humanos, es el trabajo reportado por Cao et 

al. 2014. En este trabajo se identificó miR-422a como sobre expresado en monocitos 

circulantes de sangre periférica de mujeres posmenopáusicas con alta DMO. De acuerdo 

al análisis bioinformático, se identificaron algunos genes blancos relacionados a la 

osteoclastogénesis incluidos el protooncogén (CBL), clúster de diferenciación 226 (CD226), 

Factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), fosfoproteína asociada con 

microdominios glicosfingolipidos (PAG1) y transductor de ERBB2 (TOB2). Este grupo de 
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trabajo, también demostró una aparente correlación negativa entre cada uno de estos 5 

genes y miR-422a, aunque ninguna de las correlaciones alcanzó significancia estadística 

[166]. Estos estudios sugieren que miR-422a está involucrado en la regulación de 

osteoporosis posmenopáusica y podría ser un potencial biomarcador de la OP.  

Un estudio similar es el reportado por Meng et al. 2015. En el que a través de un análisis 

de microarreglos, identifico el miRNA miR-194-5p sub-expresado en células mononucleares 

de mujeres posmenopáusicas con osteoporosis, sugiriendo el papel de este miRNA como 

un posible biomarcador para la detección temprana de esta enfermedad. El análisis 

bioinformático mostró que este miRNA se encuentra asociado a 19 vías de señalización 

entre las que destacan: la vía de señalización TGF-beta, vía de señalización Wnt, vía de 

señalización MAPK, vía de señalización Toll-like receptor, vía de señalización Jak-STAT y 

vía de señalización T cell receptor, algunas de las cuales ya se han reportado como 

asociadas al metabolismo óseo [167]. 

Otro miRNA asociado a la regulación de la osteoclastogenesis es miR-503. Se muestra que 

la sobre expresión de este miRNA en monocitos circulantes humanos de mujeres 

posmenopáusicas con osteoporosis regula al ligando del receptor activador del factor 

nuclear kB (RANKL) evitando la osteoclastogénesis. Por otro lado, el silenciamiento 

inducido de este miRNA en monocitos circulantes promueve la osteoclastogenesis. Por lo 

tanto, los autores concluyen que la sobre expresión de este miRNA podría estar asociada 

al desarrollo de patologías como la osteoporosis [168]. Otro estudio muestra la sub 

expresión de miR-125a en monocitos circulantes durante la diferenciación a osteoclastos 

inducida por M-CSF y RANKL. Por otro lado, la sobre expresión inducida de este miRNA en 

monocitos circulantes estimulados por las citocinas M-CSF y RANKL inhibe la 

osteoclastogénesis mientras que la inhibición de miR-125a promueve la 

osteoclastogénesis. El análisis bioinformático de este trabajo mostró que miR-125a regula 

negativamente la expresión del receptor TNF asociado al factor 6 (TRAF6), un factor de 

transducción para la señalización RANK/RANKL/NFATc1 que es necesaria para la 

activación de la diferenciación monocito osteoclasto [169]. 

 

Debido a que los miRNAs podrían representar nuevos blancos terapéuticos para el control 

farmacológico de enfermedades óseas, recientemente algunas investigaciones han 

revisado la importancia de los miRNAs en la regulación pos-transcripcional del desarrollo 

del esqueleto [170,171]. Las funciones de algunos miRNAs y su participación en la 

osteoclastogénesis se resumen en la tabla 3.0, donde se muestra el papel relevante de los 
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miRNAs en osteoclastos y algunos asociados a enfermedades óseas tales como la 

osteoporosis. 

Estos datos sugieren que los miRNAs juegan un papel importante en la homeostasis del 

hueso a través de la regulación de los procesos de reabsorción y formación ósea, mediados 

por osteoblastos y osteoclastos respectivamente. Alteraciones en los perfiles de expresión 

de estos miRNAs pueden conducir al desarrollo de enfermedades asociadas al 

metabolismo óseo como la osteoporosis. Datos en la literatura sugieren que existen algunos 

fármacos efectivos para el tratamiento de esta enfermedad como: los bifosfonatos 

(alendronato, risedronato e ibandronato), estos medicamentos son clasificados como 

antirresortivos óseos y siguen siendo el tratamiento farmacológico más popular y 

ampliamente utilizado para la OP [172]. Sin embargo, cuando estos fármacos están 

contraindicados o causan efectos secundarios graves, están disponibles nuevos 

tratamientos y formas farmacológicas alternativas. Actualmente existe gran dificultad para 

evaluar la respuesta al tratamiento de la osteoporosis ya que la Densitometría ósea (DXA), 

considerada como el estándar de oro para el diagnóstico y en el seguimiento de los 

pacientes, es un método no disponible en los servicios básicos de salud [173]. Por lo que 

en los últimos años la literatura ha sugerido una alternativa al uso del DXA en la 

monitorización clínica de pacientes con OP, a través del uso de biomarcadores de 

reabsorción y formación ósea, como es el caso de los miRNAs.  
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Tabla 3.0. Antecedentes de MiRNAs asociados a osteoclastogénesis. 

miRNAs Especie Blancos  Expresión miRNA endógeno  Función del miRNA Enfermedades 
relacionadas  

Referencias 

MiR-302 Línea celular 
Mioblastos  

BMP-2 MC3T3, C2C12 Regula la osteogénesis  Osteoporosis  [174] 

MiR-146a Humano c-Jun, NFATc1, PU.1 y 
TRAP 

Sobre-regulado en monocitos estimulados con 
RANKL y M-CSF 

Regula la osteoclastogénesis No se menciona [175] 

MiR-144-3p Línea celular 
de Mieloma 
múltiple  

RANK Sobre-regulado en monocitos Afecta la formación, proliferación y 
apoptosis de osteoclastos  

Osteoporosis 
posmenopáusica 

[152] 

MiR-223 Línea celular   NFI-A Sub-regulado en RAW264.7 Desregulado durante la diferenciación a 
osteoclastos  

No se menciona [176] 

MiR-21  Ratón   FasL, PDCD4 La sobre-regulación induce osteoclastogénesis 
por RANKL 

Inhibe la apoptosis de los OC y potencia la 
diferenciación de los OC 

Osteoporosis 
posmenopáusica  

[155,156] 

MiR-124 Ratón Rab27a Sobre-regulado en monocitos  Regula la osteoclastogénesis Osteoporosis 
posmenopáusica 

[161] 

MiR-31 Humano RhoA Sobre-regulado bajo el estímulo de RANKL  Regula la osteoclastogénesis No se menciona [163] 

MiR-133a Humano CXCL11, CXCR3, 
SLC39A1 

Sobre-regulado en mujeres posmenopáusicas 
con baja DMO. 

Se sugiere como biomarcador para la 
detección de la OP 

Osteoporosis 
posmenopáusica 

[165] 

MiR-422a Humano CBL, CD226, IGF-1 
PAG1, TOB2 

Sobre-regulado en monocitos Afecta a genes asociados a la 
osteoclastogénesis  

Osteoporosis 
posmenopáusica 

[166] 

MiR-194-5p Humano Vías de señalización Sub-regulado en monocitos  Involucrado en vías de señalización 
asociadas al metabolismo óseo 

Osteoporosis 
posmenopáusica 

[167] 

MiR-30a Humano DC-STAMP, c-Fos y 
NFATc1 

Sobre-regulado en monocitos estimulados con 
RANKL 

Regula la expresión de genes que 
promueven la osteoclastogénesis   

No se menciona [161] 

miR-503 Humano RANKL Sobre regulado en monocitos de mujeres con 
osteoporosis  

Regula osteoclastogenesis  Osteoporosis  [168] 

MiR-125a Humano TRAF6 Dramáticamente desregulado durante la 
osteoclastogénesis  

Inhibe la osteoclastogénesis Involucrado en 
enfermedades 
metabólicas  

[169] 
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JUSTIFICACIÓN 

La osteoporosis, es una enfermedad silenciosa que afecta principalmente a mujeres 

posmenopáusicas. En México, esta enfermedad es considerada como un importante 

problema de salud pública debido a los altos costos socioeconómicos que genera. A la fecha 

existen muchos estudios asociados al metabolismo óseo, principalmente en el área de la 

osteoblastogénesis. Sin embargo, estudios asociados a la osteoclastogénesis son limitados 

debido al difícil acceso a estas células. Un modelo adecuado para el estudio de la 

osteoclastogénesis es a través de los monocitos circulantes ya que este tipo de células son 

precursores de osteoclastos, expresan marcadores característicos de estas células, 

pueden obtenerse en suficiente cantidad para experimentación y pueden diferenciarse in 

vitro a osteoclastos maduros. Por otro lado, en los últimos años se han descrito a los 

miRNAs como importantes reguladores en procesos de diferenciación, reorganización del 

citoesqueleto, proliferación y muerte celular entre otros, donde alteraciones en sus perfiles 

de expresión pueden desencadenar el desarrollo de múltiples patologías que incluyen al 

sistema musculo-esquelético. Por lo que en este estudio se buscó identificar miRNAs 

alterados en monocitos circulantes de mujeres posmenopáusicas con osteoporosis que 

puedan jugar un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 
Identificar miRNAs diferencialmente expresados en monocitos circulantes de sangre 

periférica de mujeres posmenopáusicas con alta y baja densidad mineral ósea, así como 

su participación en el metabolismo óseo. 

 

Objetivos particulares 
 

-Identificar miRNAs diferencialmente expresados asociados a la variación de la DMO e 

identificar sus respectivos genes bancos, así como su participación en el metabolismo óseo.  

 

-Determinar las vías de señalización asociadas al metabolismo óseo en las que los miRNAs 

como sus respectivos genes bancos se encuentren implicados. 

 



 52 

-Proponer un mecanismo a través del cual los miRNAs y sus respectivos genes blancos 

participen en alteraciones que conduzcan al desarrollo de una baja DMO. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 
Población y diseño del estudio 
Este trabajo fue aprobado por el comité de ética del Instituto Mexicano del Seguro Social y 

el Instituto Nacional de Medicina Genómica. Todas las participantes fueron informadas 

acerca del estudio y aceptaron firmar una carta de consentimiento informado. Las mujeres 

seleccionadas fueron de origen Mestizo-mexicano y fueron reclutadas de la cohorte de 

estudio “trabajadores de la salud IMSS-Morelos” El cual es un estudio longitudinal que inicio 

en octubre de 1998 y su objetivo es evaluar la asociación entre factores de estilo de vida y 

la ocurrencia de enfermedades crónicas. Actualmente, este estudio está formado por 1,026 

mujeres de las cuales 425 son mujeres posmenopáusicas con al menos un año del cese de 

la menstruación [177]. Los procedimientos clínicos, el registro de datos y las prácticas de 

seguimiento de los participantes han sido estandarizados y validados [178]. 

Se seleccionaron un total de 12 mujeres mestizo-mexicanas posmenopáusicas, no 

relacionadas. 6 con DMO normal y 6 con DMO baja (osteoporosis). Los criterios de inclusión 

fueron los siguientes: T-score de espina o cadera < -2.5 para el grupo de osteoporosis 

(Distribuciones superiores o inferiores al 20% de DMO correspondiente a edad, sexo, origen 

étnico) y T-score de espina o cadera > -1.0 para el grupo de DMO normal (Distribuciones 

superiores o inferiores al 20% de DMO correspondiente a edad, sexo, origen étnico). La 

DMO (g/cm2) para espina lumbar (L2-L4) y cadera total fueron medidas usando un equipo 

de absorciometría de energía dual de rayos X Lunar DPX NT (Lunar Radiation Corp. 

Madison WI, USA). La calibración estándar del equipo se realizó diariamente usando los 

ajustes destinados para columna vertebral y cuello femoral de acuerdo a lo recomendado 

por el fabricante. Para estos ajustes se aseguraron que el coeficiente de variación (CV) 

estuviera dentro de los estándares operativos normales y que el CV fuera <1.5%. 

Todas las mujeres se encontraron en un rango de edad de entre 63–85 años y el estado de 

la menopausia se determinó por al menos 12 meses del cese de su menstruación. Los 

criterios de inclusión fueron usados para minimizar los potenciales efectos de algún factor 

genético no conocido sobre el metabolismo del hueso y determinación de la DMO. Los 

criterios de exclusión para nuestro grupo de estudio fue que: presentaran enfermedad 
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cerebro vascular, diabetes mellitus, que manifestaran enfermedad renal crónica por 

creatinina en suero (>1.9 mg/dl), enfermedad crónica del hígado o alcoholismo, terapia con 

corticoesteroides, tratamiento con anticonvulsivos, artritis reumatoide, enfermedad de algún 

órgano endocrino que pudiera afectar la masa ósea, hiperparatiroidismo, tratamiento con 

bifosfonatos, terapia de remplazo hormonal o cualquier otro factor aparentemente no 

genético subyacente a la variación de la DMO. 

Aislamiento de monocitos (CD14+) 
A cada individuo se le extrajeron un total de 80 ml de sangre periférica. Las células 

mononucleares (CMN) fueron obtenidas utilizando el método de gradiente de densidad con 

Histophaque-19077 (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) de acuerdo al 

protocolo del fabricante y centrifugando a 400 g durante 30 minutos a temperatura 

ambiente.  

Los monocitos circulantes CD14+ fueron obtenidos a partir de las CMN utilizando perlas 

magnéticas. Los monocitos nativos fueron aislados utilizando el Kit de selección negativa 

EasySep Human Monocyte Enrichment (Stemcell Technologies, Inc., Vancouver, BC, 

Canadá) el cual contiene un coctel de anticuerpos para depletar células T, células B, células 

asesinas naturales, CD2, CD3, CD16, CD19, CD20, CD56, CD66b, CD123, eritrocitos y 

granulocitos, dejando únicamente monocitos intactos, vírgenes y libres de anticuerpos.  

La pureza y viabilidad fue determinada por citometría de flujo con anticuerpos marcados 

con un fluoróforo, CD14-phycoeritrina (anti-CD14-PE) y CD45-Isotiocianato de fluoresceína 

(anti-CD45-FITC) (BD, Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA Cat. No. 555574 y 555748 

respectivamente).Se utilizaron 1x106 monocitos enriquecidos que fueron resuspendidos en 

100µl de PBS con 2% de suero fetal bovino, 20µl de anti-CD14-PE y 20µl de anti-CD45-

FITC durante 45 minutos a temperatura ambiente en completa oscuridad. El análisis se 

realizó en un equipo para citometría de flujo FACSAria I utilizando el software FACSDiva 

versión 6.1.3 (BD Biosciences; San José, CA USA). 

Perfil de miRNAs 
El RNA total fue aislado de los monocitos enriquecidos utilizando el reactivo TRIzol 

(Invitrogen: Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante. La integridad del RNA y la cuantificación fueron evaluadas 

usando un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Inc.) y un bioanalizador 2100 (Agilent 

Technologies, Inc., Santa Cara, CA, USA). Cada RNA que presentara alta calidad y un alto 
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número de integridad (>8.0) fue tomado en cuenta para este estudio. Se utilizaron 250ng/µl 

de RNA total que fue marcado con el kit de marcaje Biotina FlashTag HSR (Affymetrix Santa 

clara, CA USA) y posteriormente hibridado en el microarreglo GeneChip miRNA 4.0 (Cat. 

No. 902411, Affymetrix), el cual contiene 30,434 sondas de miRNAs maduros, de los cuales 

2,578 corresponden a sondas de miRNAs humanos que están presentes en la versión 21 

de la base de datos miRBase (http://www.mirbase.org/). El microarreglo fue lavado dos 

veces con PBS 1X, 0.02% Tween-20 y teñido con Biotina FlashTag HSR para marcar las 

muestras de RNA a través de la estación de fluido 450 (Cat. No. 901910, Affymetrix), 

seguido de la digitalización en el GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix) de acuerdo al 

protocolo del fabricante.  

 

Expresión de genes del microarreglo  
El microarreglo de expresión GeneChip Human U133 Plus 2.0 (Affymetrix) fue utilizado para 

evaluar los niveles de expresión de genes del genoma completo. Se utilizaron un total de 

500 ng/µl de RNA total para sintetizar cDNA biotinilado utilizando el kit de amplificación 

GeneChip expression 3' de Affymetrix (Thermo Fisher Scientific, Inc.), el cDNA fragmentado 

fue utilizado para la hibridación. Posteriormente el escaneo del microarreglo fue realizado 

usando el GeneChip 3000 7G Scanner (Affymetrix). La intensidad de cada gen fue 

logarítmicamente transformado a base 2 y fue normalizado utilizando el método de 

normalización por cuantíles utilizando el lenguaje de programación R y bioconductor 

(v3.3.3, https://www.r.project.org/). 

Análisis de datos de microarreglos 
Los datos crudos de las plataformas de los microarreglos GeneChip miRNA 4.0 y GeneChip 

HGU 133 plus 2.0 se procesaron utilizando el método de normalización Robust Multiarray 

Average (RMA) para la corrección de fondo, normalización por cuantíles y expresión 

diferencial a través de paquetes affy disponibles en bioconductor v3.3.3. La expresión 

diferencial fue determinada a través de modelos lineales utilizando paqueterías disponibles 

en limma Bioconductor v3.5 y los miRNAs fueron clasificados como diferencialmente 

expresados de acuerdo con un fold-change < -0.5 ó > 0.5 y un valor de p ≤ 0.05. 

 

Análisis RT-qPCR 
El RNA fue extraído de los monocitos utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen; Thermo 

Fisher Scientific, Inc.), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 100 ng de RNA 

total fueron utilizados para sintetizar la primera cadena de cDNA utilizando TaqMan 
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MicroRNA Reverse Transcription Kit (Cat. No. 4366596 Applied Biosystem; Thermo Fisher 

Scientific Inc.). De acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Los perfiles de expresión 

para miR-1270 (ID 002807), miR-548x-3p (ID 463079_mat) y miR-8084 (ID 466802_mat) 

fueron analizados utilizando sondas TaqMan para microRNAs (Applied Biosystem: Thermo 

Fisher Scientific, Inc.). La qPCR fue realizada en un equipo Applied Biosystem QuantStudio 

7 Flex system (Applied Biosystem: Thermo Fisher Scientific, Inc.). Los niveles de expresión 

fueron normalizados con respecto a las sondas RNU44 (ID 4427975; Applied Biosystem; 

Thermo Fisher Scientific, Inc.). Para IRF8 y GAPDH el análisis de expresión se realizó 

utilizando cDNA que fue sintetizado de 100ng de RNA total utilizando High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem: Thermo Fisher Scientific, Inc.) de acuerdo al 

protocolo del fabricante. qPCR fue realizado vía sondas TaqMan (ID Hs01128713_m1; 

Applied Biosystem: Thermo Fisher Scientific, Inc.) en el equipo QuantStudio 7 Flex system 

(Applied Biosystem: Thermo Fisher Scientific, Inc.). 

La cuantificación relativa (RQ) de los miRNAs de cada muestra fue determinada a través 

del 2-ΔΔCq, donde ΔCq= [El promedio del triplicado Cq del gen banco miRNA – el promedio 

del triplicado Cq de los controles endógenos (GAPDH)] y el ΔΔCq= [El ΔCq-media ΔCq de 

todas las muestras]. Los datos de RQ fueron usados para identificar los miRNAs que fueron 

diferencialmente expresados entre los dos grupos en este estudio vía prueba t-student.   

Análisis bioinformático  
Para predecir los potenciales genes blancos de cada miRNA diferencialmente expresado, 

se utilizaron los algoritmos de las siguientes bases de datos: microRNA.org 

(http://www.microrna.org/microrna/home.do), miRDB (http://mirdb.org/miRDB/), miRWalk 

v2.0 (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), PITA v5.0 

(https://omictools.com/pita-tool) y TargetScan Human v7.0 

(http://www.targetscan.org/vert_71/). Los genes blancos que se tomaron en cuenta fueron 

aquellos predichos por al menos 3 bases de datos. Más adelante, se validaron los 

resultados In silico a través de un análisis de comparación utilizando la lista de los 

potenciales genes blancos con los datos de expresión del microarreglo HGU133 plus 2.0. 

Se tomaron en cuenta aquellos genes que cumplieran la prueba de concepto donde si un 

miRNA se encontraba sobre-expresado el potencial gen blanco se encontrara sub-

expresado. Los genes blancos que cumplían la prueba de concepto fueron utilizados para 

identificar los sitios de unión para miR-1270 y miR-548x-3p de acuerdo a la 

complementariedad de secuencias del gen blanco en la región 3'UTR utilizando las bases 
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de datos miRDB (http://mirdb.org/miRDB/) y TargetScan 

(http://www.targetscan.org/vert_71/). 

 

Análisis funcional de vías de señalización  
La herramienta bioinformática online STRING v10.0 (www.string-db.org/) fue utilizada para 

realizar el análisis de enriquecimiento funcional de los potenciales genes bancos de los 

miRNAs identificados por la selección de la base de datos Kyoto Encyclpedia of Genes and 

Genomes (KEGG). El valor del False Discovery rate (FDR) < 0.05 fue seleccionado como 

un criterio de corte para el análisis de enriquecimiento KEGG. La base de datos PubMed 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) fue utilizada para realizar una búsqueda en la 

literatura sobre las vías de señalización identificadas en este estudio con palabras clave 

con genes asociados a alteraciones en DMO, monocitos, osteoclastos y osteoporosis. Se 

utilizó un score de confianza > 7.0 como criterio de corte para cada interacción. Más 

adelante, un análisis con la herramienta bioinformática Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

fue utilizado para construir una red de interacción basada en genes y miRNAs reportados 

en la literatura. Esta herramienta analítica, está basada en conocimiento previo de los 

efectos esperados entre genes y miRNAs almacenados en la base Ingenuity Knowledge 

(Qiagen, Inc., Valencia USA). 

Análisis Estadístico 
Una prueba de T-student fue utilizada como se indica en cada caso. Los datos graficados 

son representados por media ± desviación estándar como se indica. Para el análisis 

estadístico de microarreglos, miRNAs y genes, los archivos con extensión CEL fueron 

importados al lenguaje de programación libre R. La expresión fue mostrada en log2 

transformada en Fold-Change (FC). El paquete limma en bioconductor v3.5 fue utilizado 

para comparar el grupo normal vs el grupo con osteoporosis. El análisis robusto de 

multiarreglos (RMA) fue aplicado para la generación de valores de señal relativos y 

normalización. Para la comparación en la expresión diferencial de genes entre los dos 

grupos, se utilizó una prueba de T-student moderada que fue utilizada para el cálculo del 

FDR. Los resultados fueron expresados como el promedio de tres repetidos del FC. Todos 

los análisis estadísticos fueron realizados utilizando GraphPad Prism v.6.0 para Mac 

(GraphPad Software La Joya, CA, USA; www.graphpad.com). p < 0.05 fue considerado 

para indicar diferencias estadísticamente significativas. 
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Ensayo de gen reportero  
Las secuencias de los miRNAs maduros hsa-miR-1270 y hsa-miR-548x-3p fueron clonadas 

en el plásmido pcDNA 6.2 (Invitrogen: Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). 

Este plásmido está diseñado para expresión constitutiva en una variedad de líneas 

celulares de mamíferos. l plásmido pcDNA 6.2-GW/± EmGFP-miR es un vector con las 

siguientes características: contiene un promotor temprano inmediato de citomegalovirus 

(CMV) humano para potenciar un alto nivel de expresión del miRNA de un promotor 

dependiente de una RNA polimerasa II. Contiene regiones 3' y 5' flanqueantes del miRNA 

para la formación de un pre-miRNA diseñado. Los sitios de clonación contienen 4 

nucleótidos adicionales sobre cada cadena de DNA para una clonación dirigida de los oligos 

ds que codifican al pre-miRNA de interés. Dos sitios attB1 y attB2 que permiten la 

recombinación basada en la transferencia del gen de interés en cualquier vector de 

expresión Gateway®. Contiene una señal de poliadenilación timidina quinasa del virus de 

herpes simple para terminación y poliadenilación del transcrito. Gen de resistencia a la 

espectinomicina para selección en E. coli. Un sitio de origen pUC para mantenimiento de 

un alto número de copias del plásmido en E. coli. Gen de resistencia a la blasticidina para 

selección en E. coli y células de mamífero para generar líneas celulares estables que 

expresen el miRNA. Adicionalmente, el vector pcDNA 6.2-GW/± EmGFP-miR también 

contiene una secuencia que codifica una proteína verde esmeralda (EmGFP) para una 

expresión co-cistronica con el pre-miRNA.  (Figura 10.0).   
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Figura 10.0 Componentes del plásmido pcDNA 6.2-GW/EmGFP. 

Clonación de la región 3'UTR en el vector pMIR-Target 
pMIR-Target es una construcción con un gen de luciferasa de luciérnaga como reportero y 

un gen asociado a β-gal. Contiene múltiples sitios de clonación rio abajo del codón de paro 

de luciferasa y permite la inserción de alguna secuencia 3'UTR de interés creando una 

transcripción quimérica. En presencia de un miRNA apropiado (externo o interno) la 

maquinaria podría interactuar con las secuencias 3'UTR y causar una reducción en de la 

actividad de la luciferasa. La expresión de luciferasa con la secuencia 3'UTR es dirigida por 

un promotor SV40 y se traduce con una secuencia interna de entrada al ribosoma (IRES). 

El diseño de IRES no afecta la interacción de miRNAs ni a sus respectivos blancos. 

Contiene una proteína rojo fluorescente (RFP) bajo el control de un promotor de 

citomegalovirus (CMV) el cual es de mucha ayuda en monitorear la transfección. Este vector 

también es un plásmido reportero de β-galactosidasa, diseñado para la normalización de la 

transfección. Finalmente, este vector incluye genes para resistencia a neomicina, 

kanamicina bajo el control del promotor SV40 y un sitio de origen pUC para selección y 

mantenimiento de la clonación en E. coli. (Figura 11.0). 
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Figura 11.0 Componentes del plásmido pMIR-TargetTM Luciferasa 

 

 

 

 

La secuencia de cada uno de los insertos fue validada a través de la secuenciación por el 

método de Sanger. El sitio de unión para miR-1270 en la región 3'UTR de IRF8 fue 

eliminado mediante mutación sitio-dirigida empleando el kit QuikChange II Site-directed 

Mutagenesis Kit (Agilent Technologies). El plásmido que contenía el inserto de cada gen de 

interés (WT o Mut) fue transfectado transitoriamente en las líneas celulares Saos-2 y U-

2OS utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante. Las 

células fueron colectadas 48h post-transfección. Para medir la actividad de luciferasa se 

empleó el kit Dual luciferase reporter Assay (Promega) analizando las muestras en un 

luminómetro GloMax® 20/20 (Promega). La actividad de luciferasa de Renilla, empleada 

como gen reportero se normalizo contra la intensidad de señal obtenida de la β-

galactosidasa empleada como corrección de la eficiencia de transfección del plásmido. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.  

 

Líneas celulares estables 
Para generar líneas celulares estables que expresaran un miRNA de interés primero se 

determinó la concentración mínima de antibiótico (Blasticidina) requerida para eliminar las 

células no transfectadas. Se sembraron las líneas celulares de interés (Saos-2 y U-2OS) 
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hasta alcanzar el 90% de confluencia. Posteriormente se dividieron en 6 placas con 

aproximadamente 25% de confluencia y se agregaron las siguientes concentraciones de 

blasticidina. 0, 1, 3, 5, 7.5 y 10 µg/ml. Posteriormente se remplazó el medio selectivo cada 

3-4 días y se observó el porcentaje de células vivas. Se cuento el número de células viables 

en intervalos regulares para determinar la concentración apropiada de antibiótico que 

impide el crecimiento dentro de 1-3 semanas después de la adición del antibiótico. Una vez 

determinada la concentración apropiada de blasticidina para la selección, se generó una 

línea celular estable que expresa la construcción del inserto de interés con el plásmido 

pcDNA 6.2. Posteriormente se preparó una solución stock de 5-10 mg/ml de blasticidina en 

agua esterilizada y se filtró la solución estéril. Las concentraciones predeterminadas de 

blasticidina se utilizaron en medio completo. Se observo que las células difieren en 

susceptibilidad a blasticidina, por lo tanto, la selección completa requirió de 10 días de 

crecimiento en medio selectivo. 

 

Ensayo MTT 
Para evaluar la viabilidad y proliferación celular usualmente se requieren numerosos 

ensayos in vitro de la respuesta de una población celular a factores externos. En este 

estudio se utilizó la reducción de sales de tetrazolio que es ampliamente aceptada como 

una forma confiable de examinar la proliferación celular. El tetrazolio amarillo MTT (bromuro 

3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5 difeniltetrazolio) se reduce mediante células metabólicamente 

activas, en parte por la acción de las enzimas deshidrogenasas, para generar reductores 

como NADH y NADPH. El formazán intracelular de color azul es cuantificado en un 

espectrofotómetro EPOCH (Biotek, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), de 

tal forma que la cantidad de células vivas es equivalente a la cantidad de formazán 

producido. El ensayo de proliferación celular MTT mide la tasa de proliferación celular 

cuando los eventos metabólicos conducen a apoptosis o necrosis, reduciendo la viabilidad 

celular. Para cada tipo de células se establece la relación lineal entre el número de células 

y la señal producida, lo que permite una cuantificación precisa de los cambios en la tasa de 

proliferación celular. 

En cada placa se colocaron de 1000 a 100,000 células, estas fueron incubadas por 24 horas 

a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo se agregaron 10ul del agente MTT y se incubaron 

de 2 a 4 horas hasta que el precipitado morado fuera visible, posteriormente se agregaron 

100ul de detergente y se dejaron en oscuridad total durante 2 horas a temperatura 
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ambiente. Después de transcurrido este tiempo las células fueron leídas en un rango de 

longitud de onda de 550-600 nm. 

 

Ensayo de herida  
Las líneas celulares Saos-2 y U-2OS establemente transfectadas fueron cultivadas en 

medio DMEM (Sigma, St Louis, Mo., USA), adicionadas con 10% de suero fetal bovino 

inactivado con calor, 100 U/ml penicilina y 100µg/ml de estreptomicina en una temperatura 

de 37 °C, en atmosfera con 5% de CO2. Las células en monocapa confluente (90%) fueron 

trazadas con una punta de 0.2 ml (amarilla) de forma horizontal. Las células trazadas con 

la herida fueron monitoreadas durante los tiempos 0, 24h y 48h con un equipo EVOS FL 

Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific). 

 

Ensayo de migración e invasión por Transwell. 

La habilidad de las células Saos-2 y U-2OS de migrar a través de una membrana porosa 

bajo la influencia de los miRNAs miR-1270 y miR-548x-3p fue evaluada mediante el ensayo 

transwell (R&D, Minneapolis, USA) de 12 pozos provistos con una membrana de 

policarbonato con poros de 8µm (Corning, NY, USA). Esta placa consta de dos cámaras, 

en la cámara inferior se agregaron 500 µl de medio DMEM suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (SFB). En la cámara superior se sembraron 25x103 células/ml por 24 horas a 

37° C con atmosfera húmeda y 5% de CO2. Después de 24 horas se procedió a cuantificar 

las células que atravesaron la membrana mediante fijación con metanol por 20 minutos y 

posterior tinción con cristal violeta al 0.01% durante 30 minutos. Las células que no 

atravesaron la membrana fueron removidas utilizando un hisopo estéril, posteriormente se 

separó la membrana mediante un bisturí y se colocó sobre un portaobjetos. Las células que 

migraron hacia el lado inferior de la cámara fueron observadas bajo un equipo EVOS FL 

Imaging System (Thermo Fisher Scientific No. Cat. AMF4300) con un aumento de 10X. 
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RESULTADOS 

 

Características de la población de estudio 

Las características clínicas de los sujetos de estudio se resumen en la tabla 4.0. No se 

observaron diferencias estadísticamente significativas en la edad de las mujeres 

seleccionadas en el presente estudio. Sin embargo, las diferencias fueron identificadas en 

el peso y talla entre el grupo normal y osteoporosis (p< 0.05). La media de edad del grupo 

normal fue de 66.66 ±2.73 años, mientras que el grupo con osteoporosis fue de 73.16 ±7.44 

años y la DMO de cadera y espina fueron diferencialmente significativos entre los grupos 

(p< 0.001). 

 

 

Tabla 4.0. Características de la población de estudio. 

Características 
Osteoporosis 
(n=6) 

Normal 
 (n=6) 

Valor de p 

Edad (Años.) 73.16 ± 7.44 66. 66 ± 2.73 0.088 

Estatura (cm) 146.50 ± 7.28 155.83 ± 5.94 0.036 

Peso (kg) 58.75 ± 6.05 69.26 ± 9.49 0.049 

IMC 26.16 ± 6.36 28.48 ± 3.08 0.448 

Número de hijos  2.83 ± 2.13 5.33 ± 2.06 0.066 

Edad de la menarca 12.50 ± 1.97 13.00 ± 0.89 0.589 

DMO Espina (g/cm2) 0.86 ± 0.12 1.15 ± 0.09 < 0.001 

t-score Espina -3.27 ± 0.76 -0.17 ± 0. 68 < 0.001 

DMO Cadera (g/cm2) 0. 63 ± 0.05 1.13 ±0.07 < 0.001 

t-Score Cadera -2.97 ± 0.45 1.03 ± 0.56 < 0.001 
Nota: Los datos se muestran en media ± Desviación estándar. 

 

Enriquecimiento de monocitos  
Se obtuvieron 80ml de sangre periférica de cada mujer posmenopáusica del grupo normal 

y del grupo con osteoporosis, esta sangre fue utilizada para separar células mononucleares 

y posteriormente enriquecer monocitos circulantes CD14+ a través del kit de selección 

negativa EasySep Human Monocyte Enrichment (Stemcell Technologies, Inc., Vancouver, 

BC, Canadá).  El conteo de células mononucleares y de monocitos de ambos grupos se 

muestra en la tabla 5.0.  
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Posteriormente una prueba de t-student fue utilizada para evaluar si existían diferencias 

significativas entre los promedios de CMN de ambos grupos obteniendo un valor de p = 

0.810 mientras que para monocitos CD14+ se realizó la misma prueba obteniendo un valor 

de p = 0.620. Estos resultados muestran que no existen diferencias significativas en el 

número de CMN y en el número de monocitos CD14+ en ambas condiciones. Es importante 

mencionar que el porcentaje de monocitos obtenidos con respecto al total de CMN es del 

7%, lo cual corresponde con lo reportado en la literatura donde el porcentaje de monocitos 

en sangre total varia de entre el 5-10% [179]. 

 

Tabla 5.0. Promedio del conteo de células mononucleares y monocitos CD14+.  
Mujeres posmenopáusicas Normales Mujeres posmenopáusicas Osteoporosis 

Progrelab CMN (millones) CD14+ (millones) Progrelab CMN (millones) CD14+ (millones) 
12261 116 5.1 11497 115 6.0 

12268 112 7.8 8781 112 6.4 

4932 100 6.4 12323 116 6.3 
10295 103 6.4 40992 110 6.1 

3450 116 5.5 5989 98 5.3 

12624 117 9.3 6489 119 8.2 

Promedio (X) 10. 6 6.7  111. 6 6.3 

DE 7.3 1.5  7.3 0.9 

Nota: DE = Desviación estándar. 

 

Evaluación del enriquecimiento de monocitos por citometría de flujo  
Una vez enriquecidos los monocitos CD14+, estos fueron evaluados por citometría de flujo 

a través del marcaje con anticuerpos anti-CD14-PE y anti-CD45-FITC. En la figura 12.0, se 

muestra un diagrama de citometría de flujo que representa el enriquecimiento de monocitos 

obtenidos de cada una de las 12 muestras. En el cuadrante superior derecho se observan 

las células marcadas con anticuerpos anti-CD14-PE y anti-CD45-FITC observando un 95% 

de enriquecimiento, superando al mínimo esperado de 80%.  
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Figura 12.0. Diagrama de citometría de flujo. Se observa un grupo de células CD14+ marcadas con anti-CD14-
PE y anti-CD45-FITC en el cuadrante superior derecho que representan un 95% de enriquecimiento de 

monocitos.  

 

Obtención de RNA y evaluación por número de integridad del RNA (RIN) 
Una vez enriquecidos los monocitos circulantes de los grupos de mujeres posmenopáusicas 

normales y con osteoporosis, se obtuvo RNA total de estas células utilizando el método de 

TRIzol, posteriormente este RNA fue evaluado de acuerdo a su número de integridad con 

un bioanalizador Agilet NanoChip 2000.  

 

En la figura 13.0 A, se muestra un gel de integridad de RNA donde claramente se observan 

las bandas correspondientes al RNA 28 y 18S. Por otro lado, en la figura 13.0 B se observa 

una gráfica de integridad donde el pico correspondiente a 25nt corresponde al RNA de bajo 

peso molecular (miRNAs) mientras que los picos más altos corresponden al RNA 18 y 28S 

respectivamente de tal forma que, si estos RNA presentan buena integridad se estima que 

el RNA de bajo peso molecular también presenta buena integridad. 

 

Es importante mencionar que para la hibridación de microarreglos es necesario contar con 

RNA de integridad superior a 8, en la tabla 6.0 se muestran los valores de RIN obtenidos 

para cada una de las muestras correspondientes a los grupos de mujeres normales y con 

osteoporosis. 

 

 

95% 
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A)                                                                 B) 
 

 
Figura 13.0. A) Gel de integridad de las muestras de RNA correspondientes a los grupos de mujeres 
posmenopáusicas normales y con osteoporosis, se observan las bandas correspondientes a 28S y 18S 

respectivamente. B)  Se muestra una gráfica de integridad representativa de las muestras de los grupos 

normales y con osteoporosis.  

 
                Tabla 6.0. Número de integridad de RNA de los grupos normales y con osteoporosis. 

Mujeres posmenopáusicas Normales Mujeres posmenopáusicas Osteoporosis 
Progrelab RIN Progrelab RIN 

12261 8.8 11497 9 

12268 8.2 8781 8.8 

4932 8.5 12323 9 

10295 9 40992 8.8 

3450 9 5989 8.7 

12624 9 6489 9 

 

Análisis de microarreglos 
Control de Calidad 
El primer paso fue realizar un control de calidad de los datos de microarreglos con los que 

se trabajaron para comprobar que no hubo problemas de hibridación, degradación del RNA 

o daño físico en la placa del microarreglo, posteriormente se procede a la normalización y 

análisis de expresión diferencial. 

 

En la figura 14.0 se muestra la intensidad de señal de cada microarreglo a través de 

histogramas antes (Figura 14.0 A) y después de la normalización (Figura 14.0 B). En rojo 
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se muestran los microarreglos hibridados con RNA de mujeres posmenopáusicas con 

osteoporosis y en verde de muestran los microarreglos hibridados con RNA de mujeres 

posmenopáusicas normales.  

 
 
    A                                                                                 B 

  
Figura 14.0. A) Se muestran los histogramas de la distribución de datos antes de normalizar. B) Se muestran 

los histogramas de Datos crudos después de la normalización.  

 

Una vez que hemos confirmado que los datos del microarreglo son de buena calidad 

pasamos a comprobar que son comparables entre sí, para esto se analizó la distribución 

global de la fluorescencia en los distintos microarreglos utilizando gráficas de caja 

(Boxplots).  

 

En la figura 15.0 A, se muestra que la distribución global de los niveles de fluorescencia no 

es comparable ya que presentan distintos valores medios, mínimos y máximos. Por lo tanto, 

fue necesario realizar un procesamiento de datos para obtener una estimación de los 

niveles de expresión de los distintos genes basadas en la fluorescencia de los 

microarreglos.  

El algoritmo utilizado en este procesamiento es el Robust Multiarray Average (RMA) que 

consta de tres tareas principales: corrección de la fluorescencia para eliminar la señal no 

especifica, normalización entre los distintos microarreglos para eliminar las diferencias 

técnicas y estimación de los niveles de expresión calculando la media de la fluorescencia 
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de las distintas sondas que representan un mismo gen. Tras este procesamiento podemos 

observar en la figura 15.0 B, que los niveles de expresión son comparables entre las 

distintas muestras.  

 

A                                                                           B 

 
 
Figura 15.0. Boxplots de datos del GeneChip miRNA 4.0 A) Se muestran la distribución de datos antes de la 

normalización. B) Se muestra la distribución de datos después de la normalización.  

 

El último control de calidad empleado antes del proceso de normalización, fue estimar el 

porcentaje de hibridación específica (perfectmatch) con respecto a la hibridación no 

específica (Mismatch). Esta evaluación es para descartar problemas de hibridación o 

degradación del RNA empleado, esperando un porcentaje de hibridación no especifica 

menor al 35% (Figura 16.0).  
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Figura 16.0. Porcentaje de Mismatch vs Perfectmatch. Se muestra el porcentaje de unión no especifica en cada 
una de las 12 muestras correspondientes a los grupos de mujeres posmenopáusicas con osteoporosis y 

normales.  
 

Posterior a la evaluación con los controles de calidad, la función del análisis por RMA es 

normalizar los datos crudos de la lectura de microarreglos y generar una estimación en 

escala logarítmica (log2) de los niveles de expresión para posteriormente realizar el análisis 

de expresión diferencial. 

 

Es importante señalar que en experimentos de microarreglos, la corrección para pruebas 

de hipótesis múltiples es de suma importancia. La prueba de False Discovery Rate (FDR) 

es un método para conceptualizar la tasa de errores tipo I en pruebas de hipótesis nulas 

cuando se realizan comparaciones múltiples, esto permite evitar resultados falsos positivos 

en la medida de lo posible. Desafortunadamente después de realizar la corrección de 

múltiples pruebas por FDR no se encontraron miRNAs que cumplieran con el umbral de 

significancia estadística como suele indicarse. Sin embargo, para superar esta limitante 

utilizamos los valores de p como un método de clasificación para seleccionar los miRNAs 

candidatos que posteriormente fueron sometidos a un proceso de enriquecimiento basado 

en información obtenida de bases de datos y literatura. Siendo esto un criterio meramente 

estadístico, se consideró qué al incorporar pruebas biológicas, es posible explicar la 
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selección de nuestros miRNAs de acuerdo a su relevancia biológica en un enfoque que ya 

ha sido respaldado por otros estudios [180,181]. 

 

Después de utilizar los valores de p como método de selección de los miRNAs candidato, 

el resultado del análisis de expresión diferencial mostró 35 miRNAs diferencialmente 

expresados, los miRNAs más relevantes y con valores de p estadísticamente significativos 

se muestran en un mapa de calor en la figura 17.0. En esta figura destacan los microRNAs 

miR-1270, miR-548x-3p y miR-8084 (marcados con flecha roja), que se encontraron sobre 

expresados en el grupo de mujeres posmenopáusicas con osteoporosis. Mas adelante, en 

un gráfico de volcán se muestran los 35 miRNAs diferencialmente expresados. Señalando 

los miRNAs de mayor interés para este estudio.  

 

 

 
 
Figura 17.0. Mapa de calor. Se muestran representados con color rojo los valores que se encontraron como 

sobre expresados y en verde los valores que se encontraron sub expresados en cada grupo. Se observa que 

en el grupo de osteoporosis se encuentran sobre expresados 3 miRNAs principales miR-8084, miR-1270 y miR-
548x-3p. 

MiRNAs diferencialmente expresados entre el grupo normal vs osteoporosis. 

De acuerdo al perfil de miRNAs obtenidos como diferencialmente expresados del GeneChip 

miRNA 4.0. No se encontró ningún miRNA asociado al metabolismo óseo previamente 

reportado. Esto posiblemente al número de muestras con el que se realizó este estudio. Sin 
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embargo, se reportan tres nuevos miRNAs asociados al metabolismo óseo que podrían 

tener un papel como potenciales marcadores para la detección temprana de esta 

enfermedad. En la figura 18.0 se muestran graficados los miRNAs miR-1270, miR-548x-3p 

y miR-8084 como altamente expresados en el grupo de osteoporosis con un valor de p 

estadísticamente significativo (p < 0.05) y un valor de Fold-Change > 0.5. 

 

 

Figura 18.0. Volcano plot de los miRNAs diferencialmente expresados evaluados del análisis de microarreglos 

en monocitos circulantes de mujeres posmenopáusicas normales y con osteoporosis. El eje Y indica el log10 

correspondiente al p-value y eje X correspondiente al Fold-Change (calculado como log2 transformado en 
proporción de expresión entre ambos grupos experimentales). 

La tabla 7.0 muestra los 3 miRNAs que fueron sobre-expresados (miR-1270, miR-548x-3p 

y miR-8084 en el grupo de osteoporosis. Las funciones de estos miRNAs son poco 

estudiadas y no existen reportes previos asociados con DMO u osteoporosis. 
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Tabla 7.0. MicroRNAs diferencialmente expresados entre el grupo normal y osteoporosis. 

MicroRNA Fold-Change Valor-p 

hsa-miR-8084 1.999 0.047 
hsa-miR-1270 1.483 0.003 
hsa-miR-548x-3p 0.861 0.034 
hsa-miR-6165 -1.098 0.022 
hsa-miR-6824-5p -1.229 0.016 
hsa-miR-6124 -1.427 0.006 

Se muestran valores de Fold-Change y p-value. 

 

Genes blancos predichos de miRNAs asociados a osteoporosis 
El análisis bioinformático mostró 3,857 posibles genes bancos de miR-1270 presentes en 

al menos tres bases de datos, 1,129 para miR-548x-3p y 417 para miR-8084. Esta lista 

potencial de genes fue comparada con datos derivados del chip de expresión HGU133 plus 

2.0 Affymetrix de monocitos de las mismas muestras que se encontraron sub expresados, 

asumiendo que se cumpla la prueba de concepto, es decir que si un miRNA se encuentra 

sobre-expresado su potencial gen blanco se encuentre sub-expresado. La sub-expresión 

fue definida como un mínimo de < 0.5 de Fold-Change. Usando estos criterios 330 genes 

putativos sub-expresados fueron identificados para estos 3 miRNAs. El análisis comparativo 

entre los genes blancos predichos y los genes sub-expresados obtenidos del microarreglo 

de expresión se muestran en la figura 19.0 A. 

 

Redes de interacción de los genes blancos y los miRNAs 
Para explorar la potencial asociación funcional de los miRNAs sub-expresados identificados 

en este estudio, la lista de los 330 genes blancos fue sometida a la herramienta 

bioinformática STRING para identificar vías de señalización canónicas. El análisis revelo 16 

vías de señalización KEGG sobre-representadas por monocitos osteoclastos y genes 

relacionados a osteoporosis. Las vías de señalización más enriquecidas para los tres 

miRNAs son: Quimosina, RAS, PI3K-Akt, Estrógeno, MAPK, AMPK, Insulina, FoxO, 

Adhesión focal, mTOR, Diferenciación de osteoclastos, ErbB, Wnt, Jak-STAT y NF-kB 

(Figura 19.0 B).  



 72 

 
Figura 19.0. A) Diagrama de Venn. Muestra la base para seleccionar los genes blancos potenciales de los 
miRNAs miR-1270, miR-548x-3p y miR-8084. Se muestra el análisis comparativo entre los genes blancos 

predichos y los genes sub-expresados del microarreglo de expresión. B) El análisis de enriquecimiento de vías 

de señalización KEGG de los miRNAs y sus potenciales genes blancos muestran 16 vías de señalización 

asociadas a metabolismo óseo, osteoclastos y osteoporosis. 
 

Los genes blancos asociados con estas vías de señalización fueron analizados por el 

software IPA para construir una red de interacción entre los miRNAs miR-1270, miR-548x-

3p, miR-8084 y sus respectivos genes blancos. El análisis revelo que miR-1270 presenta 

interacción con 35 genes blancos, miR-548x-3p con 21 genes blancos y miR-8084 con 5 

que se unen a las regiones 3'UTR de 57 potenciales genes blanco (Figura 20.0). Es 

importante mencionar que un miRNA puede regular a más de un gen blanco y esto se 

observa en la red de interacción.   
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Figura 20.0. Red de interacción de los miRNAs miR-1270, miR-548x-3p y miR-8084 y sus genes blancos. Estos 

datos revelan la interacción de 57 genes blancos con los tres miRNAs los círculos morados indican los genes 
asociados al remodelado óseo, STAT2, IRF8, RASSF5, SP1, FOSL2, IKBKB, ABL1 y MEF2C. 

 

Predicción y verificación de genes blancos 
El análisis bioinformático en KEGG pathway empleado para formar la red de interacción de 

los miRNAs con sus respectivos genes blancos y una búsqueda en la literatura, mostró que 

al menos 9 genes que participan en estas vías de señalización están fuertemente asociados 

al metabolismo óseo y son blancos de miR-1270. Estos genes incluyen al factor potenciador 

de miocitos 2C (MEF2C), Factor de transcripción Sp1 (SP1), Transductor de señal y 

activador de la transcripción 2 (STAT2), FOS Like 2 (FOSL2), Inhibidor del factor nuclear 

del potenciador del gen del polipéptido ligero kappa en células B (IKBKB), Dominio de 

asociación Ras miembro de la familia 5 (RASSF5), protooncogén 1, tirosina quinasa no 

receptora (ABL1), Factor regulador de interferón 8 (IRF8) y de acuerdo a la literatura el 

Proto-oncogen GTPasa KRAS (KRAS). De acuerdo al análisis del microarreglo de 

expresión HGU133 plus 2.0 y la validación por RT-qPCR se observó que estos genes 

presentan bajo nivel de expresión en el grupo de individuos con osteoporosis (Figura 21.0). 
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Figura 21.0. Niveles de expresión de los genes blancos de miR-1270: MEF2C, SP1, STAT2, KRAS, IRF8, 

FOSL2, IKBKB, RASSF5 y ABL1 en monocitos circulantes de sangre periférica de mujeres posmenopáusicas 

del grupo normal y con osteoporosis. Todos los valores de p < 0.05. 

 

En el análisis bioinformático también se encontró que los genes: Oncogén homólogo del 

fibrosarcoma musculoaponeurótico v-maf (MafB), Glucógeno sintasa quinasa 3 beta 

(GSK3β), Transductor de señal y activador de la transcripción 2 (STAT2), FOS Like 2 

(FOSL2) y homólogo al de la leucemia murina de Abelson (ABL1) son blancos de miR-548x-

3p y de acuerdo a la literatura tienen un papel importante en el metabolismo óseo, 

osteoclastos y osteoporosis (Figura 22.0). 

 

Figura 22.0. Niveles de expresión de los genes blancos de miR-548x-3p: MafB, GSKβ, STAT2, FOSL2 y ABL1 

en monocitos circulantes de sangre periférica de mujeres posmenopáusicas del grupo normal y con 

osteoporosis. Todos los valores de p < 0.05. 
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Validación de los niveles de expresión de miR-1270 por RT-qPCR 

La RT-qPCR fue realizada para validar los niveles de expresión diferencial de los tres 

miRNAs sobre-expresados (miR-8084, miR-1270 y miR-548x-3p). Solo miR-1270 demostró 

una sobre-regulación significativa en el grupo de osteoporosis comparado con el grupo 

normal (p= 0.0043) (Figura 23.0). 

 

Figura 23.0. Niveles de expresión de miR-1270 en monocitos circulantes humanos de mujeres 
posmenopáusicas con osteoporosis revelados por transcripción inversa y PCR cuantitativa. Los datos son 

presentados como media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. p= 0.0043. 

 

Sitios de unión de los miRNAs con sus genes blancos  

El análisis bioinformático para la búsqueda de posibles genes blanco mostró aquellos genes 

que son regulados por sus respectivos miRNAs y están presentes en más de tres bases de 

datos. Es importante mencionar que algunos de estos genes pueden presentar más de un 

sitio de unión para un mismo miRNA en la región 3'UTR. En la tabla 8.0 se muestran los 

genes blancos de miR-1270 con el mejor sitio de unión de acuerdo al score de la base de 

datos microRNA.org.  
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Tabla 8.0. Sitios de unión putativos de miR-1270 en genes blanco predichos de humano.  

 

Ensayo de gen reportero 
Las secuencias de los miRNAs miR-1270 y miR-548x-3p fueron clonadas en el vector 

pcDNA 6.2 (Figura 24.0) y la región 3'UTR del gen blanco IRF8 con el sitio de unión 

complementario para miR-1270, fue clonada dentro del vector pmiR-target que contiene al 

gen reportero de luciferasa (Figura 25.0). También se obtuvo la construcción de la mutante 

de IRF8 que contenía mutaciones en 3 nucleótidos en el sitio de unión del miR-1270 dentro 

de la región 3'UTR.  

Los ensayos de gen reportero se realizaron en la línea celular establecida Saos-2 con miR-

1270. Se compararon los niveles de expresión de la construcción pmiR-IRF8 que contenía 

la mutación (pmiR-IRF8-mut) con la construcción sin la mutación (pmiR-IRF8), observando 

que los niveles de expresión de luciferasa aumentan significativamente en esta ultima con 

respecto a la que presenta la mutación. En la figura 26.0 A se muestra el sitio de unión a 

miR-1270 dentro de la región 3'UTR de la construcción pmiR-IRF8 y el sitio de unión a miR-

1270 con la mutación dentro de la región 3'UTR de la construcción pmiR-IRF8-mut. 

Gen Blanco Posición 3’-UTR  Región semilla PhastCons score 
 

KRAS 
 

2011 
3' ugUGUCGA-GA-AGGUAUAGAGGUc 5'  hsa-miR-1270 
     || ||| || |  |||||||||  
5' uuACUGCUGCUGUGGAUAUCUCCAu 3'  KRAS 

 
0.5726 

 
FOSL2 

 
604 

3' ugUGUCGA--GAAGGUA-UAGAGGUc 5' hsa-miR-1270 
     ||: ||  |  :||| |||||||  
5' ugACGCCUCCCAGUCAUCAUCUCCAg 3' FOSL2 

 
0.5389 

 
MEF2C 

 
1948 

3' ugugUCGAGA-AGGUA--UAGAGGUc 5' hsa-miR-1270 
       || ||| || ||  |||||||  
5' gugaAGAUCUGUCGAUUCAUCUCCAa 3' MEF2C  

 
0.6563 

 
IRF8 

 
1185 

3' ugUGUCGAGAAGGUAUAGAGGUc 5'    hsa-miR-1270 
     |:||  |||  : |||||||  
5' caAUAG-GCUU--GAAUCUCCAa 3'    IRF8 

 
0.5677 

 
SP1 

 
2254 

3' uguGUCGAGAAGGUAUAGAGGUc 5'    hsa-miR-1270 
      || :|  ||| | ||||||  
5' cucCAUUUGGUCC-UUUCUCCAc 3'    SP1 

 
0.6502 

 
IKBKB 

 
454 

3' uguGUCGAGA-AGGUAUAGAGGUc 5'   hsa-miR-1270 
      | |: || |||   ||||||  
5' agcCUGUCCUCUCCUGCUCUCCAa 3'   IKBKB 

 
0.5335 

 
RASSF5 

 
597 

3' ugugUCGA--GAAGGUAUAGAGGUc 5'  hsa-miR-1270 
       :|||  ||   | |||||||  
5' cugaGGCUGGCUCAGAGAUCUCCAg 3'  RASSF5 

 
0.4772 

 
ABL1 

 
396 

3' ugugucGAGAAGGUAUAGAGGUc 5'    hsa-miR-1270 
         :|||||||  ||||||  
5' gccuccUUCUUCCACUUCUCCAa 3'    ABL1 

 
0.4373 

 
STAT2 

 
704 

3' ugugucgaGAAGGUAUAGAGGUc 5'    hsa-miR-1270 
           || ||  :||||||  
5' aguuuaugCUACCUAGUCUCCAc 3'    STAT2 

 
0.5894 
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Figura 24.0. Construcción de las secuencias de miRNAs en el vector pcDNA 6.2 GW/EmGFP. Se muestran los 

sitios “Flanking” de clonación del miRNA dentro del plásmido.  

 

 

 
Figura 25.0. Construcción de la región 3'UTR del gen IRF8 en el vector pMIR-Target. Se muestran los sitios de 

clonación dirigida en los extremos de restricción SgfI en el extremo 5' y MluI en el extremo 5'.  

 

En la figura 26.0 B se muestra que en la cotransfección con las construcciones pcDNA-

miR-1270 y pmiR-IRF8 disminuye drásticamente la actividad de luciferasa, mientras que la 

cotransfección con la construcción que contiene el sitio mutado recupera dicha actividad, 

demostrando que el microRNA miR-1270 puede reconocer el sitio de unión en la región 

3'UTR de IRF8 y de este modo controlar la expresión del gen reportero de luciferasa. 
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Figura 26.0. A) Se muestra el sitio de unión del microRNA miR-1270 con la región semilla de la región 3'UTR 
del gen IRF8, así como la región mutada la cual evita la unión entre el miRNA y la región 3'UTR. B) se observa 

la actividad de luciferasa en la co-transfección de las construcciones pcDNA-miR-1270 y pmiR-IRF8. 

Ensayo MTT 
Para evaluar la proliferación celular se utilizó el ensayo MTT. En la figura 27.0 A, se muestra 

la proliferación de línea celular Saos-2 y Saos-2 establecida con miR-1270. La línea celular 

Saos-2 muestra un incremento significativo después de 24 h, posteriormente se observa un 

ligero incremento en la proliferación después de 48 y 72 h respectivamente. Por otro lado, 

la línea celular Saos-2 establecida con miR-1270 muestra menor proliferación a las 24h con 

respecto a la línea no transfectada, posteriormente se observa un ligero incremento 

después de las 48 y 72h respectivamente. En la figura 27.0 B, se muestra la proliferación 

de la línea celular U-2OS y U-2OS establecida con miR-1270. Se puede observar que 

ambas líneas celulares incrementan su proliferación después de 24h a un nivel similar, 

después de las 48 y 72h solo se observa un ligero incremento en la proliferación, pero sin 

presentar diferencias significativas entre ambas líneas.  

 

 

A                                                                                  B 
 

 

 

 

 

 

 

 

P = 0.001 P = 0.432 
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Figura 27.0. Ensayo MTT. A) La gráfica muestra la proliferación de la línea celular Saos-2 y Saos-2 establecida 

con miR-1270 después de 24, 48 y 72 h. B) En la gráfica se muestra que no existe diferencias significativas en 

la proliferación de la línea celular U-2OS y U-2OS establecida con miR-1270. 
 

El mismo ensayo de MTT fue utilizado para evaluar la proliferación celular de las líneas 

celulares Saos-2 y Saos-2 establecida con miR-548x-3p. En la figura 28.0 A, se muestra 

que la proliferación de línea celular Saos-2 incrementa después de 24h y mantiene un ligero 

aumento después de 48 y 72h. Por otro lado, la línea celular Saos-2 establecida con miR-

548x-3p muestra un incremento en la proliferación después de las 24h muy similar al de la 

línea Saos-2. Sin embargo, después de 48 y 72h la proliferación se mantiene constante, 

pero en un 50% menos con respecto a la línea no establecida. En la Figura 28.0 B, se 

muestra la proliferación de la línea celular U-2OS y U-2OS establecida con miR-48x-3p. En 

la gráfica se puede observar que en la línea celular U-2OS hay un incremento en los niveles 

de proliferación mientras que en la línea celular U-2OS establecida con miR-548x-3p se 

muestra que el nivel de proliferación es la mitad con respecto a la línea no establecida y 

esta tendencia se mantiene después de 48 y 72 h. 
 
A                                                                                  B 
  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28.0. A) En la gráfica se muestra la proliferación de la línea celular Saos-2 y Saos-2 establecida con miR-

548x-3p durante 24, 48 y 72 h. B) En la gráfica se muestra la proliferación en la línea celular U-2OS y U-2OS 

establecida con miR-548x-3p. 
 

Ensayo de Herida  
Para obtener información sobre los mecanismos moleculares asociados con la sobre 

expresión de miR-1270 y miR-548x-3p, investigamos si estos miRNAs pueden influir en 

moléculas de señalización asociadas a procesos de migración celular a través de un ensayo 

de herida. Los resultados de este ensayo muestran que la línea celular Saos-2 después de 
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24 h comienza a cicatrizar la herida y para las 48 h está completamente cicatrizada. Por 

otro lado, en la línea celular Saos-2 establecida con miR-1270 se observa que después de 

24 h y 48 h la herida aun no cicatriza lo que sugiere un efecto del microRNA miR-1270 sobre 

procesos de migración celular (Figura 29.0).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 29.0. Ensayo de herida. Se muestra el ensayo de migración en la línea celular Saos-2 y Saos-2 
establecida con miR-1270 en los tiempos 0, 24 y 48h.  
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El ensayo de herida en la linea celular U-2OS y U-2OS establecida con miR-1270 mostró 

que después de 24h la herida comienza a cerrar significativamente y a las 48h la herida 

esta completamente cicatrizada. Estos datos sugieren que el microRNA miR-1270 podría 

no tener efecto en mecanismos de migración celular en la linea U-2OS (Figura 30.0).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 30.0. Ensayo de herida. Se muestra el ensayo de migración en la línea celular U-2OS y U-2OS 
establecida con miR-1270 en los tiempos 0, 24 y 48h.  
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El ensayo de herida con la línea celular Saos-2 y Saos-2 establecida con miR-548x-3p, 

muestra que la línea celular Saos-2 cicatriza considerablemente la herida y después de las 

48h la herida se encuentra completamente cicatrizada. Por otro lado, la línea celular Saos-

2 establecida con miR-548x-3p muestra que después de 24h y 48h la herida no cicatriza lo 

cual sugiere que el microRNA miR-548x-3p podría tener un efecto en la regulación de genes 

asociados a procesos de migración (Figura 31.0). 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

cicatrizar más rápido la herida con respecto a la línea establecida con miR-1270 (Figura 

18.0 A). Por otro lado, en la línea celular U-2OS se observa que la herida cicatriza al mismo 

tiempo que la línea celular U-2OS establecida con miR-1270 (Figura 18 B). Estos datos 

sugieren que miR-1270 podría regular genes que participan en vías de señalización 

asociadas a procesos de proliferación y migración celular, que además también se 

encuentran involucradas en el metabolismo óseo de acuerdo a los resultados de nuestro 

análisis bioinformático. 

 

 

 
Figura 31.0. Ensayo de herida. Se muestra el ensayo de migración en la línea celular Saos-2 y Saos-2 

establecida con miR-548x-3p en los tiempos 0, 24 y 48h.  
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El ensayo de herida con la línea celular U-2OS y U-2OS establecida con miR-548x-3p 

muestra que en ambas líneas la herida comienza a cicatrizar considerablemente a las 24h, 

después de las 48h la herida esta cicatrizada completamente, sugiriendo que el miR-548x-

3p aparentemente no tiene efecto sobre genes asociados a procesos de migración celular 

al menos en la línea celular U-2OS (Figura 32.0).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32.0. Ensayo de herida. Se muestra el ensayo de migración en la línea celular U-2OS y U-2OS 

establecida con miR-548x-3p en los tiempos 0, 24 y 48h.  
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Análisis de migración por el método de transwell 
La habilidad de las células Saos-2 y U-2OS de migrar a través de una membrana porosa 

bajo la influencia de los miRNAs miR-1270 y miR-548x-3p fue evaluada mediante el ensayo 

transwell (R&D, Minneapolis, USA) de 12 pocillos provistos con una membrana de 

policarbonato con poros de 8µm (Corning, NY, USA). 

En la figura 33.0 se muestra el ensayo de migración por transwell en la línea celular Saos-

2 y Saos-2 miR-1270 donde las células se muestran teñidas de color violeta y son 

señalizadas por la flecha roja. Se puede observar que en la línea celular Saos-2 (Figura 

33.0 A) hay una mayor actividad de migración comparadas con la línea celular establecida 

Saos-2 miR-1270 (Figura 33.0 B) Una prueba de t-student fue utilizada para comparar las 

medias de ambos experimentos encontrando un valor de p < 0.001 (Figura 33.0 C).  

 

 

 

 

 

 

 

                                          
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 33.0. Ensayo de migración por transwell. A) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular 

Saos-2 a través de la membrana. B) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular Saos-2 miR-1270 

a través de la membrana. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células Saos-2 con 
respecto a la línea establecida Saos-2 miR-1270. Las flechas rojas muestran las células teñidas de violeta.  

Valor p > 0.001 

A B 

C 
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En la figura 34.0 se muestra el ensayo de migración por transwell de la línea celular U-2OS 

y U-2OS miR-1270 donde las células se muestran teñidas de color violeta y son señalizadas 

por la flecha roja. Se puede observar que en la línea celular U-2OS (Figura 34.0 A) no 

existen diferencias con respecto a la línea celular establecida U-2OS miR-1270 (Figura 34.0 

B). Una prueba de t-student fue utilizada para comparar los promedios de las células en 

ambos experimentos encontrando un valor de p = 0.822 por lo que, no existen diferencias 

estadísticas entre ambas líneas celulares (Figura 33.0 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 34.0. Ensayo de migración por transwell. A) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular U-

2OS a través de la membrana. B) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular U-2OS miR-1270 a 
través de la membrana. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células U-2OS con 

respecto a la línea establecida U-2OS miR-1270. Las flechas rojas muestran las células teñidas de violeta. 
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En la figura 35.0 se muestra el ensayo de migración por transwell de la línea celular Saos-

2 y Saos-2 miR-548x-3p donde las células se muestran teñidas de color violeta y son 

señalizadas por la flecha roja. Se puede observar que en la línea celular Saos-2 (Figura 

35.0 A) existe mayor índice de migración con respecto a la línea establecida Saos-2 miR-

548x-3p (Figura 35.0 B), Sugiriendo que este miRNA podría regular a genes asociados a 

procesos de migración celular. Una prueba de t-student fue utilizada para comparar los 

promedios de las células en ambos experimentos encontrando un valor de p > 0.0.001 

confirmando que existen diferencias estadísticas entre los promedios de ambas líneas 

celulares (Figura 35.0 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 35.0. Ensayo de migración por transwell. A) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular 

Saos-2 a través de la membrana. B) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular Saos-2 miR-548x-
3p a través de la membrana. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células Saos-2 

con respecto a la línea establecida Saos-2 miR-548x-3p. Las flechas rojas muestran las células teñidas de 

violeta. 
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En la figura 36.0 se muestra el ensayo de migración por transwell de la línea celular U-2OS 

y U-2OS miR-548x-3p donde las células se muestran teñidas de color violeta y son 

señalizadas por la flecha roja. Se puede observar que la línea celular U-2OS (Figura 36.0 

A) presenta mayor capacidad de migración comparado con la línea celular establecida U-

2OS miR-548x-3p (Figura 36.0 B). Una prueba de t-student fue utilizada para comparar los 

promedios de las células en ambos experimentos encontrando un valor de p < 0.001 por lo 

que, existen diferencias estadísticas entre ambas líneas celulares (Figura 36.0 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 36.0. Ensayo de migración por transwell. A) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular U-

2OS a través de la membrana. B) Se muestra la capacidad de migración de la línea celular U-2OS miR-548x-
3p a través de la membrana. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células U-2OS 

con respecto a la línea establecida U-2OS miR-548x-3p. Las flechas rojas muestran las células teñidas de 

violeta. 
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Ensayos de invasión celular por transwell 
Los ensayos de invasión celular fueron realizados con las líneas celulares Saos-2 y U-2OS 

siguiendo el mismo protocolo que en el ensayo de migración, con la diferencia de que la 

membrana porosa de los transwell esta recubierta por una capa de membrana basal que 

simula el ambiente del tejido conjuntivo. En la figura 37.0 se muestra que la capacidad de 

invasión de la línea celular Saos-2 (Figura 37.0 A) es mayor a la línea celular Saos-2 miR-

1270 (Figura 37.0 B). Una prueba de t-student fue utilizada para comparar los promedios 

de células en ambos experimentos encontrando un valor de p < 0.001 por lo que, existen 

diferencias estadísticas entre ambas líneas celulares (Figura 37.0 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 37.0. Ensayo de Invasión por transwell. A) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular Saos-
2 a través de la matriz. B) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular Saos-2 miR-1270 a través de 

la matriz. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células Saos-2 con respecto a la 

línea establecida Saos-2 miR-1270. Las flechas rojas muestran las células teñidas de violeta.  
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En la figura 38.0 se muestra el ensayo de invasión por transwell de la línea celular U-2OS 

y U-2OS miR-1270 donde las células se muestran teñidas de color violeta y son señalizadas 

por la flecha roja. Se puede observar que en la línea celular U-2OS (Figura 38.0 A) hay 

mayor actividad de invasión que en la línea U-2OS miR-1270 (Figura 38.0 B). Una prueba 

de t-student fue utilizada para comparar los promedios de las células en ambos 

experimentos encontrando un valor de p < 0.001 por lo que existen diferencias estadísticas 

entre ambas líneas celulares (Figura 38.0 C). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 38.0. Ensayo de invasión por transwell. A) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular U-

2OS a través de la matriz. B) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular U-2OS miR-1270 a través 
de la matriz. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células U-2OS con respecto a la 

línea establecida U-2OS miR-1270. Las flechas rojas muestran las células teñidas de violeta.  
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En la figura 39.0 se muestra que la capacidad de invasión de la línea celular Saos-2 (Figura 

39.0 A) es mayor a la línea celular Saos-2 miR-548x-3p (Figura 39.0 B). Una prueba de t-

student fue utilizada para comparar los promedios de células en ambos experimentos 

encontrando un valor de p < 0.001 por lo que, existen diferencias estadísticas entre ambas 

líneas celulares (Figura 39.0 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 39.0. Ensayo de Invasión por transwell. A) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular Saos-
2 a través de la matriz. B) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular Saos-2 miR-548x-3p a través 

de la matriz. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células Saos-2 con respecto a la 

línea establecida Saos-2 miR-548x-3p. Las flechas rojas muestran las células teñidas de violeta.  

 

 

 

 

A B 

C 



 91 

 

En la figura 40.0 se muestra el ensayo de invasión por transwell de la línea celular U-2OS 

y U-2OS miR-548x-3p donde las células se muestran teñidas de color violeta y son 

señalizadas por la flecha roja. Se puede observar que en la línea celular U-2OS (Figura 

40.0 A) hay mayor actividad de invasión que en la línea U-2OS miR-548x-3p (Figura 40.0 

B). Una prueba de t-student fue utilizada para comparar los promedios de las células en 

ambos experimentos encontrando un valor de p < 0.001 por lo que existen diferencias 

estadísticas entre ambas líneas celulares (Figura 40.0 C). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 40.0. Ensayo de invasión por transwell. A) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular U-

2OS a través de la matriz. B) Se muestra la capacidad de invasión de la línea celular U-2OS miR-548x-3p a 
través de la matriz. C) Se muestran las diferencias estadísticas entre el promedio de células U-2OS con respecto 

a la línea establecida U-2OS miR-548x-3p. Las flechas rojas muestran las células teñidas de violeta. 
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DISCUSIÓN 

En el presente estudio se realizó un análisis basado en un análisis de microarreglos con el 

fin de identificar miRNAs diferencialmente expresados entre un grupo de mujeres 

posmenopáusicas con osteoporosis con respecto a un grupo normal seguido de la 

validación por RT-qPCR. Los resultados mostraron tres miRNAs sobre expresados en el 

grupo de mujeres posmenopáusicas con osteoporosis: miR-1270, miR-548x-3p y miR-8084.  

 

Durante la selección de mujeres posmenopáusicas normales y con osteoporosis se trató de 

que los grupos fueran lo más similares posibles. En la característica de edad no se 

observaron diferencias estadísticas entre ambos grupos debido a que cada mujer normal 

fue seleccionada con ±2 años de diferencia con respecto a cada mujer osteoporotica, 

tratando de reducir el sesgo entre mujeres de ambos grupos. En la característica de estatura 

se encontraron diferencias significativas entre los grupos normales y con osteoporosis. Sin 

embargo, estos resultados son esperados ya que una característica de la osteoporosis es 

la pérdida de masa ósea que se ve reflejada en disminución de talla y encorvamiento del 

individuo que a su vez es un factor de riesgo de fractura [26].  

 

En la característica de peso se observaron diferencias estadísticas mínimas ya que la 

mayoría de las mujeres en la cohorte de trabajadores del IMSS Morelos presentan obesidad 

y aunque cada mujer fue cuidadosamente seleccionada, no fue posible descartar 

completamente esta variable. Sin embargo, de acuerdo a lo reportado por Lan-Juan et al. 

2008, la obesidad tiene un efecto protector contra la osteoporosis debido a la capacidad del 

tejido adiposo de almacenar estrógenos y mantener activa la diferenciación de osteoblastos 

manteniendo el equilibrio entre la formación y reabsorción ósea [182]. En este trabajo 

observamos que los valores más altos en peso se muestran en el grupo de mujeres 

normales y no en el grupo de mujeres con osteoporosis por lo que esta característica no 

afecta los objetivos de este trabajo. En las características de relación peso estatura (IMC), 

número de hijos y edad de la menarca, no se encontraron diferencias estadísticas entre 

ambos grupos mostrando que son grupos bastante homogéneos cuya variación se 

encuentra en las características de DMO y T-score, donde se esperaba encontrar fuertes 

diferencias estadísticas ya que es un estudio de contrastes. Por lo tanto, se asume que los 

resultados obtenidos en este estudio son confiables. 
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A cada individuo de ambos grupos se les realizó la extracción de 80 ml de sangre periférica 

la cual fue utilizada para realizar la separación de células mononucleares y posteriormente 

el enriquecimiento de monocitos. De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, el 

número de células mononucleares, así como el número de monocitos CD14+, no muestra 

variación entre el grupo normal y el grupo con osteoporosis. Estos datos concuerdan con 

los reportados previamente por Jevon M, et al. 2003 y Lin X, et al. 2016, los cuales 

realizaron separación de CMN y enriquecimiento de monocitos CD14+ en mujeres normales 

y con osteoporosis y tampoco observaron diferencias en el conteo de celular de ambas 

condiciones.  [183,184]. Es importante tomar en cuenta que el porcentaje de monocitos en 

sangre total varia de entre el 5 y 10%. Por lo tanto, fue necesario tomar una muestra de 

80ml de sangre total, obteniendo monocitos suficientes de los que se extrajo RNA necesario 

que fue empleado en cada tecnología utilizada en este estudio [185].  

Una vez enriquecidos los monocitos, estos fueron evaluados por citometría de flujo 

obteniendo un porcentaje de enriquecimiento superior al 95% para cada muestra. Estos 

resultados son superiores a lo reportado en otros trabajos los cuales emplearon 

metodologías de purificación similares, obteniendo porcentajes de entre el 80 y 85% 

[165,167].  

Después de la extracción de RNA total en monocitos CD14+ se evalúo el número de 

integridad de RNA (RIN) el cual es requisito indispensable en análisis de microarreglos. El 

RNA es una molécula termodinámicamente estable la cual también es rápidamente digerida 

por la presencia de enzimas RNAsas, generando fragmentos cortos de RNA que 

comúnmente se forman en alguna muestra determinada. La degradación del RNA puede 

comprometer los resultados de aplicaciones posteriores, principalmente aquellas que 

requieren de alta sensibilidad como los microarreglos por lo que se requiere una evaluación 

del RIN superior a 8 [186]. Los resultados de este trabajo mostraron un promedio de 

integridad superior a un RIN de 9, lo que nos permite inferir que el RNA obtenido de 

monocitos CD14+ es fue de buena calidad y por lo tanto los resultados de la hibridación en 

microarreglos fueron confiables.  

El método de análisis RMA es el algoritmo más utilizado en el procesamiento de 

microarreglos de Affymetrix, utiliza la corrección de fondo, normalización y sumarización. 

En este tipo de experimentos la corrección de pruebas de hipótesis múltiples como el FDR 

son de suma importancia para eliminar la tasa de errores tipo I en pruebas de hipótesis 

nulas en comparaciones múltiples, lo cual permite evitar resultados falsos positivos 

[180,181]. Desafortunadamente después de realizar la corrección de pruebas múltiples, no 
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se encontraron miRNAs que cumplieran con el umbral de significancia estadística como 

suele indicarse. Sin embargo, para superar esta limitante se utilizaron los valores de p como 

método de selección de los miRNAs candidatos, posteriormente estos fueron sometidos a 

un proceso de enriquecimiento basado en información obtenida de bases de datos, 

literatura y validación por qRT-PCR [181]. Este análisis mostró la sobreexpresión de los 

miRNAs miR-1270, miR-548x-3p y miR-8084 en el grupo de mujeres con osteoporosis en 

una población mestizo mexicana.  

La búsqueda de información en bases de datos y literatura, mostró que miR-1270 es un 

miRNA implicado en vías de señalización del sistema inmune, principalmente en procesos 

inflamatorios  [187]. Ginaldi L, et al. 2005, reporta a la osteoporosis como un proceso 

inflamatorio a través del cual numerosas citocinas proinflamatorias están implicadas en la 

regulación de osteoblastos y osteoclastos, en las que alteraciones en un perfil inmune 

activado podrían ser un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades asociadas al 

sistema óseo [188]. Por otro lado, recientemente miR-1270 fue identificado como sobre 

expresado en pacientes con carcinoma renal y en líneas celulares de osteosarcoma 143B, 

MG-63, KHOS/240S, HS755(B).T, Saos-2, U-2OS, H0S y SK.ES-1, siendo consistente su 

participación en el metabolismo del hueso [189]. Por otro lado, la validación de miR-1270 

por qRT-PCR confirmo que este miRNA se encuentra sobre expresado en un grupo de 

mujeres posmenopáusicas con osteoporosis, lo cual corrobora con lo observado en el 

microarreglo.  

 

La búsqueda de información de miR-548x-3p solo mostró un reporte donde este miRNA se 

encuentra sobre expresado en un análisis de microarreglos en diferentes tejidos de cáncer 

de próstata e hiperplasia benigna de próstata, en este estudio no se reporta función, ni su 

posible participación en estas patologías [190]. Sin embargo, el análisis bioinformático 

realizado en esta tesis mostro evidencia de que este miRNA podría regular genes que 

participan en distintas vías de señalización asociadas al metabolismo del hueso, 

principalmente en procesos de diferenciación, proliferación, migración e invasión celular. 

Por lo tanto, este miRNA podría tener un papel importante en procesos asociados al 

metabolismo óseo. Sin embargo, desafortunadamente, no fue posible validar este miRNA 

por qRT-PCR, posiblemente a que la sonda no hibrido correctamente en su región blanco.  

 

El miR-8084 es un miRNA que de acuerdo a la búsqueda en la literatura solo se ha mostrado 

como sub expresado en tumores de cáncer epitelial de ovario, de cual no se describe 



 95 

función, ni participación en esta patología [191]. Otro trabajo publicado recientemente 

muestra la sub expresión de miR-8084 en cáncer de mama, sugiriendo su función como un 

posible oncogén y proponiéndolo como un potencial biomarcador para la detección 

temprana de esta enfermedad [192]. Desafortunadamente, de acuerdo al análisis 

bioinformático de este trabajo, no se encontró evidencia de la participación de este gen en 

ninguna vía de señalización asociada al metabolismo óseo y tampoco fue posible validarlo 

por qRT-PCR. Estos datos sugieren que este miRNA podría no estar implicado en el 

metabolismo óseo y sus valores estadísticos de Fold-Change = 1.999 y valor de p = 0.047 

son producto de resultados falsos positivos debido a la falta de ajuste por FDR en el análisis 

de expresión diferencial. Sin embargo, no se descarta completamente su posible 

participación en otros procesos que pudieran estar relacionados con el metabolismo óseo.  

 

El análisis bioinformático mostró 3857 genes que podrían ser blancos de miR-1270, 1129 

de miR-548x-3p y 417 de miR-8084. Estos genes fueron predichos por al menos tres 

algoritmos diferentes, cuya función es realizar la búsqueda de la región de alineamiento de 

un miRNA conocida como “seed” dentro de la región 3'UTR de un mRNA, de tal forma que 

si un gen es predicho por más de un algoritmo aumenta la probabilidad de que realmente 

este sea un blanco de dicho miRNA [193]. Una metodología que permitió conocer aquellos 

genes que fueran predichos por los algoritmos y que además se encontraran sub-

expresados en monocitos CD14+ de los mismos grupos de mujeres posmenopáusicas 

donde fueron identificados los miRNAs, fue comparar los datos de expresión del 

microarreglo HGU133 plus 2.0 con los genes predichos por los tres diferentes algoritmos, 

obteniendo genes que se encontraron sub-expresados y que además fueran blancos de los 

miRNAs de interés, dando certeza de que estos genes tienen un papel biológico relevante 

en procesos asociados al metabolismo óseo. El análisis bioinformático para búsqueda de 

los procesos biológicos en los que se encontraban implicados los genes blanco de los 

miRNAs miR-1270 y miR-548x-3p mostró que estos genes participan en 16 vías de 

señalización asociadas al metabolismo óseo:  Entre estas vías destacan: la vía de 

señalización RAS [194], vía de señalización MAPK [195], vía de señalización AMPK [196], 

vía de señalización FoxO [197], vía de señalización mTOR [198], vía de señalización TNF 

[199] y diferenciación de osteoclastos. Estas vías de señalización han sido asociadas 

principalmente a procesos de diferenciación de precursores hematopoyéticos a 

osteoclastos maduros, sugiriendo que la osteoclastogenesis puede activarse a través de 

moléculas que participan en diferentes vías de señalización y no solo por la vía tradicional 
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RANK/RANKL/OPG. Por otro lado, alteraciones en los perfiles de expresión de los miRNAs 

miR-1270 y miR-548x-3p podrían regular genes implicados en vías de señalización que 

regulan la osteoclastogenesis, de tal forma que en patologías como la osteoporosis se 

estaría promoviendo la diferenciación de osteoclastos y por lo tanto mayor actividad de 

reabsorción ósea que es característica de esta enfermedad. Por otro lado, los resultados 

de qRT-PCR mostraron que miR-1270 se encuentra sobre expresado en monocitos CD14+ 

de mujeres posmenopáusicas con osteoporosis por lo que este miRNA podría tener un 

papel como posible biomarcador para la detección temprana de la osteoporosis adicional a 

cuatro miRNA previamente reportados que también fueron identificados en monocitos de 

mujeres posmenopáusicas con osteoporosis [141,166,167,200]. Desafortunadamente, 

después de realizar el análisis bioinformático de miR-8084, no se encontró evidencia de la 

participación de este miRNA o de sus genes blancos en vías de señalización asociadas al 

metabolismo óseo.  

 

Más adelante, con la lista de genes obtenida de las vías de señalización se formó una red 

de interacción donde se identificaron 9 genes clave en el proceso de diferenciación 

monocito-osteoclasto y que son blancos de miR-1270, KRAS, FOSL2, MEF2C, SP1, 

IKBKB, RASSF5, ABL1, STAT2 e IRF8. 

KRAS es un gen que participa en la vía de señalización RAS/MAPK, esta vía de 

señalización está implicada en procesos de proliferación, maduración y funciones celulares 

especializadas. Este gen codifica a la proteína K-Ras la cual es una GTPasa que convierte 

el GTP a GDP, de esta manera actúa como un interruptor que se activa y desactiva mediante 

el estímulo de dichas moléculas. En el metabolismo óseo KRAS está asociada a la 

regulación de células progenitoras y formación ósea, a través de la activación de las vías 

de señalización: Señal reguladora de cinasa (ERK) y fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) [201]. 

FOSL2 es un gen miembro de la familia Fos, que consta de 4 miembros: FOS, FOSB, 

FOSL1 y FOSL2. Estos genes codifican a una cremallera de leucina que puede formar 

dímeros con proteínas de la familia JUN para crear al factor de transcripción AP-1. En el 

metabolismo óseo AP-1 es un factor de transcripción complejo regulador de la homeostasis 

del hueso. Por otro lado, AP-1 está implicado en una amplia gama de procesos biológicos 

entre los que se encuentran el desarrollo óseo. Las mutaciones de pérdida y ganancia de 

función en ratones miembros de la familia Fos y en menor medida miembros de la familia 

Jun y ATF afectan principalmente a la fisiología de condrocitos, osteoblastos y osteoclastos, 

resultando en una variedad de afecciones patológicas del esqueleto [202].  
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MEF2C es un gen asociado a la miogénesis, con activación trans y activación de unión al 

DNA. La proteína traducida de este gen participa en el mantenimiento del estado 

diferenciado de células musculares. Las mutaciones y eliminaciones en este gen se han 

asociado con discapacidad cognitiva grave, movimientos estereotípicos, epilepsia y 

malformación cerebral. En el metabolismo óseo MEF2C es requerido para para la expresión 

de SOST, un inhibidor de osteocitos durante la formación ósea [203].  

SP1 es un factor de transcripción que puede activar o reprimir la transcripción en respuesta 

a estímulos patológicos y fisiológicos. Se une con alta afinidad a motivos ricos en GC y 

regula la expresión de un largo número de genes involucrados en una amplia variedad de 

procesos tales como: Crecimiento celular, apoptosis, diferenciación y respuesta inmune. En 

el metabolismo óseo Sp1 se ha relacionado con la vía de señalización PPARα, la 

homeostasis celular y la capacidad de respuesta al estrés ambiental. PPARα es 

dependiente de Sp1 y sugiere que la expresión de PPARα regulada por Sp1 desempeña un 

papel clave en la pérdida ósea mediada por procesos de inflamatorios [204].  

IKBKB juega un papel esencial en la vía de señalización NF-Kappa-B que es activada por 

múltiples estímulos como: citocinas inflamatorias, productos bacterianos o virales, daños al 

DNA y otras tensiones celulares. Actúa como parte del complejo IKK canónico en la vía 

convencional de activación NF-Kappa-B y fosforila los inhibidores de esta vía en 2 residuos 

críticos de serina, permitiendo la poliubiquitinación de los inhibidores y posterior 

degradación en el proteosoma. En el metabolismo óseo, IKBKB ha sido implicado en la 

inducción de la osteoclastogénesis vía RANKL. La actividad de esta sola enzima es 

suficiente para inducir de manera independiente la osteoclastogénesis. La explicación de 

este fenómeno probablemente involucre la regulación de una señal compleja que imita la 

activación de NF-kB por RANKL. Sin embargo, la capacidad de IKBKB para inducir la 

diferenciación de osteoclastos depende de la actividad de la cinasa, debido a que la 

mutación de la lisina que une una molécula de ATP a la metionina en el dominio cinasa 

anula la función osteoclastogenica [205]. 

RASSF5 ha sido implicado en una variedad de procesos biológicos que incluyen: 

proliferación, regulación del ciclo celular y apoptosis. Se cree que participa en 

tumorogenesis como un supresor de tumores en un amplio número de tumores malignos. 

Sin embargo, se sabe poco sobre la función y los mecanismos subyacentes de RASSF5 en 

osteosarcoma humano[206]. Estudios asociados al metabolismo óseo muestran que 

ratones knockout de RASSF5 presentaron malformaciones craneofaciales, reducción de la 

longitud del esqueleto, hueso nasal corto, hueso cigomático corto y una mandíbula con un 



 98 

proceso coronoides atrofiado, sugiriendo que la perdida de función de este gen tiene fuertes 

repercusiones en el sistema esquelético. Sin embargo, aún se desconocen los mecanismos 

por los cuales la pérdida de función de este gen causa estos efectos [207]. 

ABL1 es un gen está asociado múltiples procesos relacionados con el crecimiento y la 

supervivencia celular tales como: la remodelación del citoesqueleto en respuesta a 

estímulos extracelulares, motilidad y adhesión celular. Este gen se expresa a niveles 

elevados en cartílago hialino adulto, tejido óseo en ratones recién nacidos, osteoblastos y 

vasculatura en sitios de osificación endocondral en fetos. En estudios asociados al 

metabolismo óseo en ratones homocigotos con mutaciones en el gen que codifica ABL1 se 

observa una mayor mortalidad perinatal, fertilidad reducida, cráneos escorzados, defectos 

en la maduración de las células B en la medula ósea y osteoporosis. Los huesos largos de 

los ratones mutantes tienen el hueso cortical más delgado y el volumen del hueso trabecular 

más reducido. El fenotipo osteoporótico no se debe a una remodelación ósea acelerada ya 

que tanto el numero como la actividad de los osteoclastos son similares a los de una 

camada control, sino a osteoblastos disfuncionales [208]. 

STAT2 es un gen miembro de la familia STAT. En respuesta a citocinas y factores de 

crecimiento, los miembros de la familia STAT son fosforilados por el receptor asociado a 

cinasas para formar homo o heterodímeros que se translocan al núcleo de la célula donde 

actúan como activadores transcripcionales. En respuesta al interferón (INF) esta proteína 

forma un complejo con STAT1 y el factor regulatorio INF de la familia de proteínas p48 en 

el que esta proteína actúa como un transactivador, pero carece de la capacidad de unirse 

directamente al DNA. Estudios en el metabolismo óseo han asociado la vía de señalización 

JAK-STAT a procesos relacionados con el remodelado óseo, donde osteoblastos y 

osteoclastos son regulados en parte por muchos factores locales incluidas citocinas en el 

microambiente del hueso. Muchas vías de señalización de citocinas se han encontrado en 

células oseas, incluida la cinasa Janus (JAK)-transductor de señal y activador de vías de 

transcripción (STAT). Estudios en ratones knockout de JAK y STAT muestran alteraciones 

en la homeostasis del hueso, síndrome de Job y fracturas esqueléticas. Estos datos 

sugieren que la vía de señalización JAK-STAT es esencial tanto para la biología de 

osteoblastos como de osteoclastos y alteraciones en estas vías puede conducir al 

desarrollo de enfermedades del metabolismo óseo [209].  

 

De estos genes IRF8 es un factor de transcripción que juega un papel importante en la 

regulación de la diferenciación de una célula mieloide a una precursora de monocitos.   
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IRF8 es un gen con un papel clave en la diferenciación osteoclástica [210]. Este gene 

codifica a un factor de transcripción comúnmente expresado en células del sistema inmune 

incluidos monocitos [211]. Estudios recientes han demostrado que ratones deficientes de 

IRF8 son susceptibles a desarrollar osteoporosis severa, acompañada de un alto número 

de osteoclastos [210]. Más adelante se demostró que IRF8 suprime la osteoclastogénesis  

y el remodelado óseo In vivo, por la inhibición de la función del factor nuclear de células T-

activadas (NFATc1) [212]. Por otro lado, se ha observado que factores epigenéticos como 

la metilación del DNA juegan un papel importante en la diferenciación de osteoclastos, 

Nishikawa K, et al. 2015, reportan que la metilación por DNMT3A contribuye al 

mantenimiento de un estado represivo estable de genes reguladores de la 

osteoclastogenesis durante la etapa intermedia de la diferenciación de osteoclastos en 

lugar de al inicio de este proceso como se ha observado en células precursoras de 

osteoclastos. Uno de estos genes es IRF8 el cual se ha descrito como un regulador negativo 

de la osteoclastogenesis. En un modelo de ratón, DNMT3A Ctsk-/- y DNMT3 RANK-/- se 

observó que la expresión de IRF8 es más alta con respecto a células control 

correspondiente, destacando la importancia de la regulación mediada por genes 

denominados anti-osteoclastogenicos como IRF8 y de factores epigenéticos como la 

metilación de DNA [213].  

Las observaciones del presente estudio muestran que miR-1270 juega un importante papel 

en la diferenciación monocito-osteoclasto regulando la expresión de IRF8. En este contexto 

un reciente estudio demostró que el interferón-α (INF-α) es blanco de miR-1270 revelando 

que el anti-sentido (AS) de INF-α potencia la estabilidad del mRNA IFN-α1. Los datos 

indican que INF-α AS funciona como un RNA endógeno competitivo para evitar que miR-

1270 actúe sobre mRNA de INF-α1 [187]. Este complejo mecanismo regulatorio indica un 

papel clave en el sistema inmune innato en el mantenimiento fisiológico de los niveles de 

IFN tipo I vía mecanismos regulatorios pos-transcripcionales incluidos los miRNAs y su 

implicación en la vía del interferón en el metabolismo óseo. Previamente se reportó que 

INF-α e IL-1 inducen la activación de moléculas de señalización incluidas NF-kB y p38, las 

cuales son moléculas clave en los procesos de diferenciación monocito-osteoclasto [214]. 

Sin embargo, en este trabajo no encontramos genes de la familia INF que se encontraran 

desregulados o que tuvieran relevancia en el metabolismo óseo, posiblemente a que estos 

factores son activados en respuesta a estímulos externos como inflamación o infecciones 

[215] y en este trabajo estas variables fueron controladas. 
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A la fecha la DMO es el mejor predictor y el estándar de oro para el diagnóstico de la 

osteoporosis [216]. Algunos estudios indican que miR-21, miR-133a, miR-422a y miR-194-

5p identificados en monocitos circulantes podrían ser considerados como biomarcadores 

para la osteoporosis posmenopáusica. Sin embargo, el presente estudio no replica estos 

resultados. Más adelante, las discrepancias en los resultados observados podrían estar 

asociadas con el diseño del estudio, por ejemplo: miR-133a y miR-194-5p fueron miRNAs 

identificados en monocitos circulantes de mujeres posmenopáusicas de poblaciones 

asiáticas. Sin embargo, el tamaño de muestra es diferente entre ambos estudios y la 

identificación de los miRNAs se realiza entre dos condiciones diferentes, para miR-133a se 

utilizan monocitos circulantes de una población de 10 mujeres posmenopáusicas normales 

con respecto a 10 mujeres posmenopáusicas con osteoporosis, mientras que la 

identificación de miR-194-5p se realizó en un grupo de 23 mujeres posmenopáusicas con 

osteopenia con respecto a 25 mujeres posmenopáusicas con osteoporosis. Además, las 

tecnologías utilizadas son diferentes, para la identificación de miR-133a se utilizó un 

microarreglo ABI TaqMan nH miRNA array mientras que para la identificación de miR-194-

5p se utilizó la tecnología de un microarreglo Agilent Human miRNA Microarray los cuales 

tienen variación con respecto al número de sondas de miRNAs y con respecto al software 

empleado para el análisis de expresión diferencial [165,167]. Por otro lado, el microRNA 

miR-422a aunque también fue identificado de monocitos circulantes de un grupo de 10 

mujeres posmenopáusicas normales versus un grupo de 10 mujeres posmenopáusicas con 

osteoporosis a través de la tecnología del microarreglo ABI TaqMan miRNA array, este fue 

identificado en mujeres caucásicas [166]. Es importante mencionar que el origen étnico 

juega un papel importante en factores que influyen en la incidencia de la osteoporosis, esto 

se ha visto reflejado principalmente en estudios de polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNP) donde un mismo polimorfismo presenta diferente asociación en diferentes regiones 

geográficas [217]. Estas variaciones en el diseño experimental, tecnología utilizada, método 

de normalización, origen étnico, entre otros pueden influir en la diferencia de resultados, 

por lo tanto, las diferencias empleadas para abordar la búsqueda de miRNAs y la falta de 

coincidencias con respecto a otros trabajos puede ser parte de lo esperado.  

En el ensayo de gen reportero se observó que la construcción del pmiR-report que contenía 

la región 3'UTR de IRF8 (pmiR-IRF8), al ser transfectada en la línea celular Saos-2, mostró 

un aumento en los niveles de luciferasa. Por otro lado, la co-transfección con la construcción 

del pcDNA 6.2 que contenía la secuencia del miRNA-1270 (pcDNA-1270) y la construcción 

pmiR-IRF8 mostraron una disminución significativa en los niveles de luciferasa, sugiriendo 
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que IRF8 es un potencial blanco de miR-1270. Más adelante, se observó que la co-

transfección de pmiR-IRF8 que contenía la región seed mutada (pmiR-IRF8-mut) y pcDNA-

1270 no presentaba disminución en los niveles de luciferasa comprobando que IRF8 es un 

gen blanco de miR-1270. 

Los miRNAs son moléculas que participan en múltiples procesos celulares, entre estos se 

encuentra la proliferación celular, donde las células deciden proliferar o permanecer 

inactivas usando vías de señalización que vinculen la información sobre el entorno celular 

con la fase G1 del ciclo celular. Los resultados de los ensayos de proliferación muestran 

que las líneas celulares Saos-2 y U-2OS establecidas con miR-1270 y miR-548x-3p tienen 

menor capacidad de proliferación con respecto a las líneas celulares no establecidas, esto 

podría deberse a que estos miRNAs pueden regular genes que participan en la vía de 

señalización PI3K/AKT/mTOR  la cual se ha descrito como implicada en proliferación celular 

[218] y fue una de las vías se señalización asociadas al metabolismo óseo identificadas en 

este estudio. Algunos genes descritos en esta vía de señalización son:  Akt1, Akt2, GSK3β, 

TRIM14 y RAS, los cuales de acuerdo a nuestro análisis bioinformático son blancos de miR-

1270 y miR-548x-3p que además se encontraron sub expresados en el microarreglo de 

expresión HGU 133 plus 2.0. Por otro lado, Xu G, et al. 2017, reportan evidencia de que la 

sobre activación de TRIM14 en líneas celulares de osteosarcoma potencia la proliferación, 

migración e invasión celular [219]. Por otro lado, Jason S. et al. 2016, describe que procesos 

proliferación, supervivencia, migración e invasión celular son activados a través de las vías 

de señalización PI3K/AKT/mTOR [220]. Por lo tanto, podemos suponer que alteraciones en 

los perfiles de expresión de los miRNAs podrían resultar en la regulación negativa de genes 

que participan en vías de señalización implicadas en procesos de proliferación, migración 

e invasión celular.    

Con base en los resultados de proliferación observamos que miR-1270 y miR-548x-3p 

también podrían estar asociados a la regulación de genes implicados en vías de 

señalización que regulan procesos de invasión y migración celular. Una de las vías de 

señalización que ha sido ampliamente descrita en el proceso de migración, es la vía de 

señalización de adhesión focal. Esta vía de señalización está compuesta por genes que 

regulan la formación de estructuras llamadas adherencias focales que están compuestas 

principalmente por integrinas [221,222]. Nuestro análisis bioinformático revelo que la vía de 

señalización adhesión focal está implicada en metabolismo óseo y algunos de los genes 

que participan en esta vía de señalización son blancos de miR-1270 y miR-548x-3p.  



 102 

Los resultados del ensayo de herida para evaluar la migración celular mostraron que el 

proceso de migración se ve considerablemente disminuido en las líneas celulares: Saos-2 

y U-2OS establecidas con miR-1270 con respecto a las líneas no establecidas. Por otro 

lado, la línea celular Saos-2 establecida con miR-548x-3p con respecto a la línea celular 

Saos-2 no establecidas. Estos datos sugieren que miR-1270 y miR-548x-3p podrían regular 

genes implicados en vías de señalización que están asociadas a migración celular, como 

es el caso de adhesión focal donde participan genes como VASP. Este gen ha sido asociado 

a procesos de migración celular y se ha descrito como un regulador de localización, 

fosforilación y migración celular [223]. VASP estimula el alargamiento del filamento de 

actina promoviendo la transferencia de monómeros de actina unidos a profilina en 

filamentos de actina en crecimiento [224]. En un modelo de ratón con cáncer de pulmón y 

un modelo ortotópico de cáncer de mama, Carmona G, et al. 2006, reportan que la 

atenuación de VASP en ratones disminuye la migración celular la cual se ve reflejada en 

una disminución de la metástasis [225].  

De acuerdo al análisis bioinformático de este trabajo, miR-548x-3p puede regular la 

expresión del gen VASP en monocitos CD14+ de mujeres posmenopáusicas con 

osteoporosis, además este gen se encontró sub-expresado en el microarreglo de expresión, 

sugiriendo que este microRNA regula la expresión de este gen y podría regular la expresión 

de genes asociados a vías de señalización que controlan procesos de migración o invasión 

celular. En el experimento de herida de la línea celular U-2OS establecida con miR-548x-

3p no se observaron diferencias con respecto a la línea celular no establecida, esto 

posiblemente se deba a que genes implicados en vías de señalización que regulan 

procesos migración y principalmente de invasión celular, son regulados por otros 

mecanismos diferentes a los miRNAs o por otros miRNAs [226]. 

Los ensayos de migración por el método de transwell en las líneas celulares Saos-2 y U-

2OS corroboraron los datos observados en el ensayo de herida, observando que las líneas 

establecidas con los miRNAs miR-1270 y miR-548x-3p tienen menor capacidad de 

migración con respecto a las líneas no establecidas, probablemente debido a las cuestiones 

que se discuten en el ensayo de herida. Por otro lado, en los ensayos de invasión por 

transwell los resultados son similares a los observados en los ensayos de migración debido 

a que la regulación de estos procesos se lleva acabo por las mismas vías de señalización, 

pero los procesos son regulados por distintos genes. Algunas de las vías de señalización 

que describen la regulación de procesos de proliferación, migración e invasión celular son: 

la señalización por PI3K Jak-STAT [227], Adhesion focal [220] y PI3K-Akt [228]. 
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Finalmente, existen algunas limitaciones en el presente estudio, que incluyen al tamaño de 

muestra que es relativamente pequeño (n=12), aunque estos resultados son similares a 

estudios publicados previamente [144,166,167,229]. Sin embargo, en este trabajo se utilizó 

el método recomendado por Affymetrix para evaluar el tamaño de muestra (Número de 

replicados por condición). De acuerdo a este método, el coeficiente de variación (CV) es 

calculado para ciertos percentiles (25th, 50th y 75th) de intensidad de señal para un grupo 

de datos que contienen 1,2,3… y n replicados. La comparación está hecha entre el CV 

calculado de ciertos percentiles para diferente número de replicados. El tamaño de muestra 

optimo es archivado cuando el valor de CV es estabilizado, es decir, cuando no cambia 

apreciablemente de n replicados a n +1 replicados. Bajo tal situación, es poco probable que 

adicionando más replicados mejore significativamente la precisión de la estimación para 

desviaciones estándar de la muestra, la cual es usada para determinar la significancia 

estadística en pruebas de parametría estadística [230]. Basados en los cálculos con los 

datos crudos en nuestro estudio, observamos que el CV se estabilizo en cinco replicados 

para los percentiles 25th y 50th de intensidad de señal, por lo tanto, nuestro tamaño de 

muestra de 6 vs 6 microarreglos fue adecuado para este estudio. Además, los resultados 

obtenidos fueron validados por RT-qPCR. Por otro lado, entre las fortalezas de este estudio 

fue el uso de un microarreglo de expresión empleado para las mismas 12 muestras en las 

que se identificaron los miRNAs. Los resultados de este microarreglo mostraron 

aproximadamente 1600 genes que se encontraron como sub-expresados que al ser 

comparados con los genes blancos de los miRNAs teníamos la certeza que cumplían con 

la prueba de concepto y provenían de monocitos de las mismas muestras de mujeres 

posmenopáusicas. En conclusión, los resultados del presente estudio en combinación con 

el papel funcional de IRF8 en monocitos circulantes indican que miR-1270 podría ser un 

biomarcador viable para detectar osteoporosis en mujeres mexicanas posmenopáusicas. 

Estudios posteriores son necesarios para validar estas observaciones. 
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