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RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs cortos no codificantes de cadena sencilla, que
regulan la expresion génica a nivel postranscripcional a través de su union a la
region 3'-UTR de RNA mensajeros (RNAm) blanco. Los miRNAs tienen un papel
clave en multiples procesos biolégicos y en vias fisiologicas y patolégicas. Algunos
mMiRNAs han sido asociados al remodelado 6seo y a enfermedades metabdlicas del
hueso, como la osteoporosis (OP). Esta es una enfermedad sistémica caracterizada
por la pérdida de masa Osea y deterioro de la microarquitectura del hueso. Los
mMiRNAs son moléculas muy estables que pueden encontrarse en fluidos bioldgicos.
Estos miRNAs circulantes reflejan alteraciones en las condiciones fisioldgicas, por
lo que podrian servir como marcadores de deteccion temprana en enfermedades
como la osteoporosis. El objetivo principal de este trabajo fue identificar los miRNAs
circulantes diferencialmente expresados en muestras de suero de mujeres
mexicanas posmenopausicas con osteoporosis (n = 20) y mujeres sanas (n = 20).
La expresion de 754 microRNAs se analizo utilizando la plataforma Tagman Low
Density Array (TLDA). La expresion diferencial de los miRNAs identificados se validé

en muestras independientes mediante ensayos de RT-gPCR.

Se identificaron siete miRNAs con sobreexpresion en el grupo de mujeres con
osteoporosis respecto al grupo de mujeres normales. De los siete miRNAs, se
seleccionaron 3 mMiRNAs (miR-885-5p, miR-140-3p y miR-23b-3p) para ser
validados en una cohorte independiente mediante PCR en tiempo real, basado en
los niveles de expresion y significancia estadistica (Incremento en la expresion =
2.27, p = 0.002; Incremento en la expresion = 20.74, p = 0.045; Incremento en la
expresion = 40.56, p = 0.038 respectivamente). La cohorte de validaciéon
correspondio a pacientes sanas (n = 22), con osteoporosis (n = 44) y fractura de
cadera debido a osteoporosis (n = 21). Los resultados indicaron que miR-140-3p y
miR-23b-3p mostraron una sobreexpresion con diferencias significativas entre los
grupos de estudio. Asi mismo, los datos de las curvas ROC sugieren que los miR-
140-3p y miR-23b-3p tienen un uso potencial como biomarcadores en el diagndstico

temprano de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas.



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding single-stranded RNAs, which regulate
gene expression at the post-transcriptional level through their binding to the 3'-UTR
of target messenger RNAs (mRNA). MiRNAs have key roles in multiple biological
processes and in numerous physiological and pathological pathways. Some
mMiRNAs have been associated with bone remodeling and metabolic bone diseases,
such as osteoporosis (OP), wich is a systemic disease characterized by loss of bone
mass and deterioration of bone microarchitecture. MiIiRNAs are very stable
molecules that can be found in biological fluids. These circulating miRNAs reflect
alterations in physiological conditions, so they could serve as early detection
markers in diseases such as osteoporosis. The main objective of this work was to
identify differentially expressed circulating miRNAs in serum samples of
postmenopausal Mexican women with osteoporosis (n = 20) and healthy controls (n
= 20). The expression of 754 miRNAs was analyzed using the Tagman Low Density
Array (TLDA) platform. The differential expression of the identified miRNAs was
validated in independent samples by RT-gPCR assays.

Seven miRNAs with overexpression in the group of osteoporotic women with respect
to the group of normal women were identified. Of the seven miRNAs, 3 miRNAs
were selected (miR-885-5p, miR-140-3p and miR-23b-3p) according to levels of
expression and statistical significance, (Fold change = 2.27, p = 0.002; Fold change
= 20.74, p = 0.045 and Fold change = 40.56, p = 0.038, respectively) for validation
in independent serum samples from healthy patients (n = 22), with osteoporosis (n
= 44) and hip fracture due to osteoporosis (n = 21). After validation, miR-140-3p and
miR-23b-3p showed significant differences between the groups. Results from ROC
tests suggest that these two miRNAs have a potential use as biomarkers in the early

diagnosis of osteoporosis in postmenopausal women.



INTRODUCCION
TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es un tejido conectivo altamente especializado caracterizado por su
rigidez, flexibilidad y dureza. Es el principal sistema de soporte mecéanico y de
proteccion de los oOrganos vitales, ademas de proporcionar la regulacion
homeostatica mineral de calcio y fosforo entre otros elementos, asi como aportar el
microambiente para la médula ésea y el desarrollo de células sanguineas (Kini U. &
Nandeesh B. N., 2012; Grabowski P., 2015).

La mayoria de los huesos presentan regiones con distinta densidad vy
macroscopicamente el hueso se clasifica en dos tipos de acuerdo al tamafio y la
distribucion de las cavidades medulares (Tortora & Derrickson, 2012; Marieb et al.,
2014; Brandi, 2009): 1) hueso cortical o compacto y 2) hueso trabecular o esponjoso
(Figura 1). El primero se caracteriza por ser denso, solido y rodear el espacio de la
medula Osea. Esta conformado por unidades llamadas osteonas o sistema de
Havers que estan organizados por un vaso sanguineo central, anillos de matriz
mineralizada y cavidades (lagunas y canaliculos) que contienen a los osteocitos.
Constituye aproximadamente el 80% del esqueleto y se encuentra en los ejes de
los huesos largos (fémur, tibia y radio) y la superficie de los huesos planos (craneo,
térax y pelvis) (Figura 1). El segundo esta compuesto por una red irregular de placas
delgadas y barras intercaladas denominadas trabéculas que se encuentran en el
compartimiento de la medula 6sea. Se encuentra principalmente en los extremos de

los huesos largos y en el interior de los huesos planos (Dempster et al., 2006).

Tanto el hueso cortical como el trabecular son muy similares en su composicion
celular y molecular, pero difieren significativamente en sus propiedades funcionales

y mecanicas (Grabowski P., 2015).
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Figura 1. Estructura de un hueso largo.
Se muestra la regién cortical y trabecular del hueso, asi como la posicién de la medula 6sea.
Figura modificada de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bone_cross-section_esp.jpg.

MATRIZ EXTRACELULAR

El tejido 6seo se compone principalmente por una abundante matriz extracelular
mineralizada y las células 0seas a las que rodea. La matriz extracelular esta
integrada por aproximadamente un 15% de agua, 30% de fibras colagenas (que
determinan la flexibilidad y estd comprendida principalmente por colageno tipo I,
proteoglicanos y proteinas no estructurales) y un 55% de minerales cristalizados
(especialmente fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita [Ca10(PO4)e(OH)2] que
le brinda rigidez (Tortora & Derrickson, 2012; Brandi, 2009).

CELULAS DEL TEJIDO OSEO

A nivel celular se han identificado tres tipos principales de células en el tejido 6seo:
(i) osteoblastos, (i) osteocitos y (iii) osteoclastos, las cuales participan en los
mecanismos moleculares del metabolismo 6seo y en los eventos que involucran el

proceso de remodelado.
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(i) Osteoblastos

Son células de origen mesénquimal pluripotenciales indiferenciadas que derivan en
células osteoprogenitoras (Figura 2). Estan encargadas de la sintesis y depoésito de
la matriz 6sea, asi como de su posterior mineralizacion, también se encargan de la
regulacién de los osteoclastos por medio de la sintesis de citocinas especificas
(Simonet W. S. et al., 1997).

Los osteoblastos son células mononucleadas, relativamente grandes con un
tamafio que se encuentra entre los 20-30 um (Fernandez-Tresguerres et al., 2006).
Se encuentran en la superficie del hueso y su forma comun es cubica, aunque
puede variar siendo plana o redonda dependiendo de la actividad celular. En
estados de maduracion avanzados se encuentran a lo largo de las unidades
formadoras de hueso y adquieren la capacidad de secrecion de la matriz ésea. En
un estado de diferenciacion final, algunos osteoblastos son atrapados en su propia
matriz secretada, donde se convierten en osteocitos, y gradualmente dejan de
sintetizar el osteoide (porcidén organica sin mineralizar de la matriz 6sea, compuesta
de fibras de colageno, proteoglicanos, sulfato de condroitina y osteocalcina) (Kini U.
& Nandeesh B. N., 2012). Durante el proceso de sintesis, secrecién y mineralizacion
del osteoide a la matriz 6sea existente, los osteoblastos tienen una configuracion
polarizada (Damoulis P. D. & Hauschka P. V., 1997).

Correspondiente a su capacidad de sintesis de proteinas, los osteoblastos tienen
un abundante reticulo endoplasmico y un prominente aparato de Golgi, asi como
varias vesiculas de secrecion (Capulli M. et al., 2014; Marks S. C. & Popoff S. N.,
1988).

El proceso de diferenciaciéon de células mesenquimales indiferenciadas hacia un
linaje osteoprogenitor requiere de la expresion de genes especificos en una serie
de pasos precisos, los cuales incluyen la sintesis de proteinas morfogénicas del
hueso (BMPs) y miembros de las vias Wingless (Wnt). Por otro lado, la expresion
del factor de transcripcion 2 relacionado con Runt (Runx2), el factor Distal-less

homebox 5 (DIx5) y osterix (Osx) son de gran importancia para la diferenciacion de



los osteoblastos (Florencio-Silva et al., 2015, Capulli M. et al., 2014; Kim et al.,
2013).

Por su parte Runx2 es denominado el factor de transcripcion maestro en la
diferenciacion de osteoblastos ya que regula genes relacionados al desarrollo y
funcionamiento de los osteoblastos como Colageno tipo | alfa | (CollAl), Fosfatasa
alcalina (ALP), Sialoproteina 6sea (BSP) y Osteocalcina (OCN) (Fakhry M. et al.,
2013).

Una vez que un grupo de progenitores de osteoblastos expresan Runx2 y CollAl
comienza una fase de proliferacion, donde a partir de la expresion de la ALP son
considerados preosteoblastos (Capulli M. et al., 2014). En su transiciébn de
preosteoblastos a osteoblastos maduros comienzan a sintetizar distintas moléculas
gue intervienen en sus propiedades y funciones, con las cuales dirigen procesos
citoplasmaticos hacia la matriz y células 6seas vecinas. También poseen receptores
para la hormona paratiroidea y los estrégenos, asi como algunas hormonas,
factores de crecimiento, sefiales mecanicas y otros estimulos que actian a través
de los osteoblastos (Harada S. & Rodan G.A., 2003).

La sintesis del osteoide ocurre a un ritmo de 2 a 3 um al dia y la ALP permite la
mineralizacion a un ritmo de 1-2 um por dia. La disposicién de las fibrillas de la
matriz extracelular, también es controlada por los osteoblastos (Fernandez-

Tresguerres et al., 2006).

El promedio de vida de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, después
de esto solo algunos osteoblastos llegan a diferenciarse a osteocitos (~30%),
mientras que otros pueden transformarse en células del revestimiento/recubrimiento
0seo (~10%) y la gran mayoria derivan en muerte celular por apoptosis (~60%).
Tanto los osteocitos como las células del revestimiento son estados de

diferenciaciéon mas avanzados.

Las células del revestimiento, son células alargadas y planas, con organulos
reducidos y el nicleo aplastado. Permanecen a lo largo de la superficie del hueso y
pueden llegar a expresar marcadores osteoblasticos como BSP, ALP, osteopontina



(OPN), osteonectina (ON) y el receptor de la hormona paratiroidea PTHR. Su forma
y actividad de secrecion puede ser adquirida nuevamente de acuerdo al estado
fisiolégico del hueso (Donahue H. J. et al., 1995, Fernandez-Tresguerres et al.,
2006).

Aungue su funcién no es del todo clara, se considera que constituyen una capa
protectora de la superficie 6sea, regulando el intercambio de iones dentro y fuera
del medio extracelular del hueso. Ademas, previenen la interaccion directa entre
osteoclastos y la matriz ésea, cuando la resorcion no es requerida. Su participacion
en la diferenciacion de osteoclastos, produciendo osteoprotegerina (OPG) y el
ligando de receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL) también ha sido
reportada por lo que son de gran importancia para la activacion del remodelado
0seo (Andersen T. L. et al., 2009; Mosley J. R., 2000). Al igual que las demas células
Oseas, se consideran un componente relevante de las Unidades Multicelulares
Béasicas (BMU), una estructura presente durante el ciclo de remodelado 6seo
(Everts V., 2002).
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Figura 2. Diferenciacion de las células 6seas formadoras.
Las células osteoprogenitoras pluripotenciales derivadas de tejido mesenquimal son modificadas en
sus propiedades y funciones de acuerdo a la etapa de maduracion dando lugar a los dos principales
linajes que forman el hueso. Figura de: http://acadameic.kellogg.cc.mi.us

(ii) Osteocitos

Los osteocitos son el tipo celular mas abundante en el hueso, representan cerca del
90 al 95% de las células del tejido 6seo y tienen un tiempo de vida por arriba de los
25 afnos (Franz-Odendaal T. A. et al., 2006; Bonewald L. F., 2007), aunque son
incapaces de llevar a cabo la division celular. Se originan durante la formacion de
hueso, a partir de la diferenciacion final de los osteoblastos que son embebidos en
el osteoide. Una vez que el osteoide se mineraliza los osteocitos son encontrados
en huecos llamados lagunas y modifican su morfologia distinguiéndose del
osteoblasto. La morfologia de los osteocitos diferenciados se caracteriza por la

pérdida del 70% de sus organulos (reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y



ndcleo), y citoplasma; lo cual corresponde con la disminucion en su capacidad de
sintesis y secrecion de proteinas. Asi mismo adquieren unas largas proyecciones
citoplasmaticas, dandoles una forma dendritica (Katsimbri, P., 2017; Dallas S. L. et
al., 2013; Schaffler M.B. et al., 2013), como se observa en la Figura 2 y 3. Estas
prolongaciones dan origen a una red de conexiones por tuneles (red lacunar-
canalicular) con otros osteocitos en la matriz mineralizada u osteoblastos en la
superficie del hueso (Rochefort et al., 2010; Kamioka et al., 2001).

Las uniones entre células son de tipo GAP, estas permiten la union metabdlica y
eléctrica facilitando el transporte de moléculas, nutrimentos y de sefializacion (6xido
nitrico (NO), prostaglandinas, ATP) debido a que también estan en contacto con el
sistema vascular (Civitelli R. et al., 2002, Niedzwiedzki, T. & Filipowska, J. 2015).
Las uniones intracelulares se componen principalmente por la familia de proteinas
denominadas Conexinas (proteinas estructurales de membrana). En huesos
envejecidos la eliminacion de uniones intracelulares GAP o con la matriz puede
ocasionar que algunas lagunas queden sin osteocitos, 0 que sugiere que se

encuentran bajo apoptosis (Kini U. & Nandeesh B. N., 2012).

No obstante que los osteocitos también participan en la sintesis y mineralizacion de
la matriz, su funcion principal es la de controlar el remodelado 6seo, detectando
variaciones mecanicas de las cargas y microdafios sufridos en el hueso por medio
de la transduccion de sefiales mecanicas a sefales bioquimicas, y de esta manera
regular la actividad de osteoblastos y osteoclastos (Lanyon L., 1993, Knothe Tate;
2003). De igual forma, los osteocitos se encargan de percibir cambios en los niveles
de hormonas, tales como los estr6genos y glucocorticoides, que influyen en su

supervivencia (Weinstein R.S. et al., 1998, Tomkinson A. et al., 1998).

Los osteocitos mantienen baja expresibn de marcadores comunes con los
osteoblastos como OCN, BSP, CollAl y ALP, sin embargo, se diferencian en el
receptor de membrana CD44 que es especifico para osteocitos y negativo en
osteoblastos y células del revestimiento (Fernandez-Tresguerres et al., 2006). Otros
marcadores propios del osteocito como la fosfoproteina acida de matriz de dentina
1 (DMP1) y esclerostina son altamente expresados.



(i) Osteoclastos

Los osteoclastos son células multinucleadas producidas a partir de la fusion de
células precursoras mononucleadas (monocitos), que a su vez se derivan de células
troncales hematopoyéticas. Estos monocitos también dan origen a células
precursoras de macrofagos. Los osteoclastos son las Unicas células conocidas
encargadas de la resorcion de la matriz mineral 6sea (Kini U. & Nandeesh B. N.,
2012) (Figura 3).

Los osteoclastos maduros se caracterizan por ser células grandes de ~100um, y
poseer una gran cantidad de mitocondrias y vacuolas en su citoplasma (Fernandez-
Tresguerres et al., 2006). Se localizan en la superficie interna de las osteonas en el
hueso cortical, en las trabéculas del hueso esponjoso y en la superficie externa de
los huesos por debajo del periostio. En condiciones donde no hay crecimiento del
esqueleto o presencia de alteraciones en el metabolismo 6seo los osteoclastos
tienen una baja presencia en los huesos y solo comprenden el 1 al 2% de las células
Oseas. Su tiempo de vida en promedio es de 2 semanas, después de esto sufren
apoptosis (Vaananen H.K. & Zhao H., 2008, Arboleya, L. & Castafieda S., 2014)

El proceso de osteoclastogénesis comienza en las células troncales
hematopoyéticas tras la exposicion inicial del factor de transcripcion PU-1, el cual
es requerido para la produccién de progenitores de linaje linfoide y granulocito-
macrofagico. Después de esto, los precursores de osteoclastos expresan el receptor
para el factor estimulante de colonias de macréfagos (CSF-1R). El ligando o factor
estimulante de colonias de macrofagos (CSF1) es secretado por las células
troncales mesenquimales y los osteoblastos, al unirse se desencadenan sefiales de
proliferacion y de supervivencia. En seguida se induce la expresion del receptor
activador del factor nuclear k B (RANK) en la membrana de los precursores,
permitiendo la unién con RANKL, secretado por los osteoblastos y osteocitos. La
asociacion de estos elementos promueve la activacion de factores de transcripcion
y expresion de genes especificos para la diferenciacion a osteoclastos maduros
(Arboleya, L. & Castafieda S., 2014, Florencio-Silva et al., 2015).
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Existe otro elemento de control en la diferenciacion de los osteoclastos conocido
como OPG la cual es producida por distintos tipos celulares incluyendo los
osteoblastos, preosteoblastos, osteocitos y células del revestimiento 6seo. OPG se
une a RANKL impidiendo la interaccion RANK/RANKL y por lo tanto inhibiendo el
proceso de osteoclastogénesis (Boyce B. F. & Xing l., 2008). Este sistema conocido
como RANK/RANKL/OPG es clave en la diferenciacion de osteoclastos
(Phan.T.C.A. et al., 2004).

RANK induce la activacion del factor nuclear de células T activadas citoplasmatico
1 (NFATcl) considerado el regulador maestro en la activacion osteoclastica
(Takayanagi, H. et al., 2002, Nakashima T. et al., 2012), ya que una vez translocado
al nucleo permite la expresion de genes para el funcionamiento del osteoclasto
como la fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP), catepsina K y el receptor de
calcitonina (Raggatt L. J. & Partridge N. C., 2010).

Para llevar a cabo su funcidn de resorcion el osteoclasto maduro se polariza y se
desplaza en el hueso por medio de podosomas abundantes en integrinas avp3 (las
cuales reconocen la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), presente en el colageno) y
CD44 que le permiten interactuar con proteinas de la matriz como la osteopontina y
la vitronectina, y asi sellar herméticamente el sitio conocido como Laguna de
Howship donde ocurre el intercambio de iones y proteasas por medio de lisosomas
y endosomas (Arboleya, L. & Castafieda S., 2014; Grabowski P., 2015; Fernandez-
Tresguerres et al., 2006).

En las Lagunas de Howship la bomba de protones V-ATPasa (ATPasa H+ vacuolar)
acidifica el sitio y permite la dilucion de los cristales de hidroxiapatita (Crockett J. C.
et al., 2011). De la misma forma son secretadas en el sitio enzimas como la TRAP,
catepsina K, Metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP-9) y la Anhidrasa Carbdnica que
contribuyen a la degradacion del hueso (Florencio-Silva et al., 2015). Los productos
de degradacién de la matriz son endocitados atravesando la célula y posteriormente
vaciados al exterior por el polo opuesto, de esta forma el osteoclasto puede seguir
el proceso de resorcion sin desprenderse de la superficie ésea (Garmilla—Ezquerra,
2014).
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Sintesis y secrecion de la Mantenimiento del hueso y Resorcion de la matriz mineral
matriz 6sea. regulacién del remodelado 6sea antigua o dafada.
0seo.

Figura 3. Tipos de células del hueso.
Comparacion de los diferentes tipos de células éseas. Los a) osteoblastos son células de un linaje
maduro encargadas de la sintesis del hueso nuevo; los b) osteocitos son originados por aquellos
osteoblastos que entran en un estado de maduracién avanzado y se encargan del mantenimiento de
la matriz 6sea en la cual estan inmersos; los osteoclastos tienen un origen hematopoyético y su
funcion es digerir y reabsorber la matriz mineral 6sea durante el remodelado. Figura modificada de:
Marieb & Hoehn, 2013.

MODELADO Y REMODELADO OSEO

El hueso a pesar de su apariencia inerte es un tejido dinamico, ya que se encuentra
en constante adaptacion durante la vida de los vertebrados alcanzando y
conservando su tamafio, forma y estructura integral, asi como regulando la
homeostasis mineral por medio de dos procesos conocidos como modelado éseo y
remodelado 6seo (Raggatt & Patridge, 2010).

Modelado 6seo

El modelado éseo es el proceso en el cual los huesos sufren cambios en su forma
y tamafio en respuesta a condiciones fisioldgicas especificas y fuerzas mecénicas.
De esta manera el hueso se adapta de forma gradual para conservar su resistencia.
Las modificaciones de los huesos pueden derivar en ensanchamientos o cambios
en su eje debido a fuerzas biomecéanicas que ocasionan la adicién o eliminacion de
hueso en la superficie. De acuerdo a la ley de Wolff, los huesos largos cambian su
forma para ajustarse a la demanda mecénica que se les impone (Kini U. &
Nandeesh B.N. et al., 2012, Katsimbri, P., 2017).
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Este proceso se lleva a cabo principalmente durante el crecimiento y es menos
frecuente en la etapa adulta (Kobayashi S. et al., 2003), aunque puede
incrementarse después de una fractura o en patologias como el hiperparatiroidismo
(Ubara Y. et al.,, 2005), la osteodistrofia renal (Ubara Y. et al., 2003) o por el

tratamiento con sustancias anabdlicas (Lindsay R. et al., 2006).

El modelado 6seo contrasta con el remodelado 6seo ya que no requiere que haya

una fase de resorcién 6sea previa a la de formacion.

Remodelado 6seo

El remodelado 6seo es el proceso responsable de la eliminacidn y reparacion de los
huesos “viejos” o dafiados por presencia de micro lesiones y fracturas mayores para
mantener la integridad estructural del esqueleto, sus funciones metabdlicas y la
homeostasis mineral (Raggatt & Patridge, 2010, Kini U. & Nandeesh B. N., 2012).

Es un proceso altamente coordinado; promovido y modulado por distintos factores
gue comprenden elementos inflamatorios, cambios en niveles hormonales y
ausencia de estimulos mecanicos. Este proceso involucra la resorcion de hueso
dada por los osteoclastos y la posterior formacion de matriz 6sea a cargo de los
osteoblastos que finalmente seran mineralizados (Xiao W. et al., 2016) (Figura 4).

En condiciones normales la resorcién y la formacién de hueso se encuentran en
equilibrio, conservando la masa 0sea estable, sin embargo, alteraciones en alguna
de estas actividades conlleva al desarrollo de enfermedades 6seas como la
osteoporosis menopadusica, cuando la pérdida de hueso es mayor (incremento en la
actividad de osteoclastos), y osteopetrosis cuando la formacién de hueso es mas
intensa que su pérdida (mayor actividad de los osteoblastos) (Katsimbri, P. 2017).
Otras enfermedades derivadas de esto son la artritis y afecciones periodontales
(Jiao H. et al., 2015).

Ademas de las células Oseas ya descritas, distintas células pertenecientes a la
respuesta inmune participan en este proceso: neutréfilos polimorfonucleares,
células B, y células T. De la misma forma existen varias moléculas reguladoras de
este proceso como la prostaglandina E2 (PGE2), interleucinas (IL-1, IL-6, IL-11,
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Factor de necrosis tumoral a y B (TNF-a/B), quimiosinas (CCL2, CCL8 y CCL7),
leucotrienos (LTB4 y LTD4), factores de crecimiento (IGF-1 e IGF-2), moléculas de
la via Wnt (Wnt-5a, Wnt-10b, B-catenina, axina y LRP5) y las proteinas
morfogénicas del hueso (BMP2, BMP4, BMP6 y BMP7) (Xiao W. et al., 2016, Li et
al., 2007, Galliera et al., 2008, Moura et al., 2014).

La renovacion del hueso ocurre constantemente a lo largo de la vida y en cualquier
momento, aunque es hasta la tercera década de vida de una persona que se
mantiene un balance positivo y se alcanza el pico maximo de masa 0sea. Este es
mantenido con pequefias variaciones hasta aproximadamente los 50 afios, donde
a partir de este punto la actividad de resorcion predomina y la masa ésea comienza
a disminuir, afectando adultos mayores de ambos sexos, especialmente en mujeres

con menopausia (Kini U. & Nandeesh B.N., 2012).

En una persona adulta normal, aproximadamente el 10% de la superficie de sus
huesos se encuentra bajo una remodelacion activa, mientras que el 90% se
encuentra en un estado quiescente. Se calcula que el periodo de remodelado es
aproximadamente de 6 meses, abarcando la mayor parte, la fase de formacion. Asi
mismo se estima que cada afio ~10% del esqueleto es renovado (Manolagas S. C.
et al., 2000). De acuerdo a lo anterior, existen mas de un millon de sitios de
remodelado microscépicos, y su nimero aumenta en condiciones en las que la
formacion de osteoclastos es favorecida como ocurre en la deficiencia de hormonas
sexuales, enfermedades inflamatorias del hueso e hiperparatiroidismo (Boyce et al,
2015).

La velocidad en el remodelado éseo varia de acuerdo al tipo de hueso. En una
persona adulta sana, el indice de remodelado 6seo para el hueso cortical es de 2-
3% por afio, la cual es adecuada para mantener la fuerza biomecénica del hueso,
mientras que en las mismas circunstancias el indice para el hueso trabecular es
mas alto, indicando tener una mayor importancia en el metabolismo mineral (Kini U.
& Nandeesh B.N., 2012). Relacionado a lo anterior en el hueso trabecular el balance
tiende a ser negativo, resultando en un aumento gradual del hueso dado con la
edad.

14



El proceso de remodelado éseo ocurre dentro de estructuras anatdmicas
temporales conocidas como Unidades multicelulares basicas (UMB’s). Cada UMB
se encuentra cubierta por una capa de células del revestimiento 6seo (Pettit, A. R.
et al., 2008) proporcionando asi un microambiente adecuado para que los
osteoblastos y los osteoclastos lleven a cabo sus funciones y al mismo tiempo se
aseguren cambios minimos en el volumen 6seo durante todo el proceso (Andersen,
T. L. etal., 2009).

El proceso de remodelado 6seo se compone de cinco fases secuenciales:

activacion, resorcion, reversa, formacion y terminacion (Figura 4).

1)Activacion

En un principio el hueso se mantiene en un estado quiescente hasta que las sefiales
de inicio del remodelado son identificadas por el hueso. Las sefiales pueden ser
hormonales (estrégenos o PTH), respuesta a cambios en la homeostasis o
mecanicos (estrés mecanico o microfracturas) que se traducirdn en sefales
biol6gicas detectadas por los osteocitos (Bonewald, L. F., 2007). Una vez
identificada la sefial de inicio las células del revestimiento 6seo (periostio o endostio)
son replegadas y digeridas por colagenasas que se liberan. Los precursores de los
osteoclastos son reclutados desde la corriente sanguinea y activados para
diferenciarse en osteoclastos maduros que migran y se adhieren a la superficie del
hueso donde ocurrird la resorcion (Katsimbri, P. 2017).

2) Resorcion

Los osteoclastos comienzan a bombear iones de hidrégeno para acidificar el medio
a un pH de 4.5, disolviendo asi la matriz mineral, produciendo las lagunas de
Howship. Las enzimas colagendlicas, catepsina K, metaloproteinasa y otras que son
funcionales en medios acidos, son secretadas por los osteoclastos para la
degradacion de los componentes organicos de la matriz 6sea. Al finalizar la fase de
resorcion los osteoclastos entran en apoptosis (Katsimbri P., 2017, Raggatt L. J. &

Partridge N. C. 2010). Esta fase tiene una duracion de 2 a 4 semanas.

15



3) Reversa

Esta fase se caracteriza por la remocion de los residuos de colageno por las
denominadas células reversas y la preparacion de la superficie del hueso para llevar
a cabo la siguiente fase de formacion. Sin embargo, aun se desconoce el linaje de
la célula mononuclear que lleva a cabo esta funcion y las sefales que unen el final
de la fase de resorcion con el inicio de la formacion (Raggatt L. J. & Partridge N. C.
2010).

Actualmente se ha propuesto que son células de tipo macréfago las responsables
de liberar factores de crecimiento a la matriz, tales como el Factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), el Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
BMPs y los Factores de crecimiento insulinico 1 y Il (IGF-1, IGF-2) que favorecen la
fase de formacion (Grarmilla-Ezquerra P., 2014, Kini U. & Nandeesh B.N., 2012,
Florencio-Silva R. et al., 2015).

4) Formacion

Los factores de crecimiento liberados en la fase anterior se encargan de atraer por
guimiotaxis a los preosteoblastos a los sitios de remodelado, asi como de estimular
su proliferacion (Lind M. et al.,, 1995). Después de esto, los preosteoblastos
agrupados comienzan la sintesis de la sustancia cementante sobre la cual se
producird el nuevo tejido y comienzan la expresiéon de BMPs que regulan su

diferenciacion a osteoblastos (Kini U. & Nandeesh B.N., 2012).

Después de algunos dias los osteoblastos maduros sintetizan el osteoide,

rellenando las cavidades dejadas por los osteoclastos.

Gradualmente la nueva matriz 6sea sera mineralizada formando el hueso nuevo. En
cuanto a los osteoblastos aquellos que permanecen en la superficie contindan
formando la matriz hasta transformarse en células quiescentes del revestimiento
0seo. Los osteoblastos que son embebidos en la nueva matriz se diferencian a
osteocitos formando parte de la red canalicular, mientras que el resto de los
osteoblastos son eliminados por apoptosis (Katsimbri P., 2017, Kini U. & Nandeesh

B.N., 2012). La fase de formacién transcurre en un periodo de 4 a 6 meses.
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5) Terminacién/Mineralizacién

Una vez que la cantidad de hueso formado es igual a la cantidad de hueso
reabsorbido, el proceso de remodelado 6seo concluye dando lugar a la fase de
terminacién o mineralizacién. Esta da inicio 30 dias después de la formacion del
osteoide y su duracién varia segun el tipo de hueso. En el hueso trabecular es de
aproximadamente 90 dias, mientras que en el hueso cortical es de alrededor de 130
dias (Katsimbri P., 2017). En el hueso recién formado se tiene un bajo contenido de

calcio y es capaz de intercambiar iones mas facilmente con el fluido extracelular.

En esta fase las células se caracterizan por entrar en un estado de quiescencia, el

cual permanece hasta que da inicio un nuevo ciclo de remodelado.

La fase de mineralizacion esta regulada por fosfoproteincinasas y la fosfatasa
alcalina, mientras que la vitamina D estimula la mineralizacion de la matriz 6sea no
mineralizada (Katsimbri P., 2017).

Se ha propuesto que los osteocitos participan modulando la sefial de terminacion
del remodelado 6seo por medio de la expresion de esclerostina, la cual disminuye
durante la resorcién y regresa a sus niveles normales en la etapa de mineralizacién
(Raggatt L. J. & Partridge N. C. 2010).
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Figura 4. Fases del proceso de remodelado 6seo dentro de una unidad multicelular basica (UMB).
La renovacion del tejido 6seo es llevada a cabo por la accion coordinada de los tres principales tipos
celulares en un proceso que se ha dividido en 5 fases: Activacion; los osteocitos responden a
estimulos fisiol6gicos, Resorcion; los osteoclastos, digieren y reabsorben el tejido 6seo mediante la
produccién de &cido y enzimas proteoliticas, Reversa; remocién de residuos celulares, Formacion;
los osteoblastos sintetizan la nueva matriz no mineralizada (osteoide) y Terminacion; los osteocitos
entran en quiescencia y comienza la mineralizacion de la matriz. Figura modificada de McGee-
Lawrence M & Westendorf J., 2012.

ENFERMEDADES OSEAS

Las enfermedades complejas o enfermedades multifactoriales son definidas como
aquellos padecimientos en los cuales elementos como variantes genéticas, factores
ambientales, y estilos de vida tienen participacion en su origen y desarrollo (Hunter,
2005). En este tipo de enfermedades a pesar de que el componente genético que
conlleva a la predisposicion de la enfermedad es un factor relevante, éste solo
representa una parte de la probabilidad de que la persona presente la enfermedad.
La mayor probabilidad de desarrollar el fenotipo de la enfermedad depende en gran

parte del ambiente y el estilo de vida.
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Muchas enfermedades d6seas causantes de malformaciones y fragilidad de los
huesos estan clasificadas dentro de este rubro como lo son el raquitismo, la
osteomalacia, la osteomielitis, la enfermedad de Paget y la osteoporosis, que es por

mucho, la enfermedad 6sea mas comun.

La osteoporosis (OP) es una enfermedad metabdlica y cronica del hueso que
compromete la resistencia 6sea. Debido a que es una enfermedad asintomatica
durante la mayor parte de su evolucién clinica se le conoce como una enfermedad
silenciosay es practicamente diagnosticada una vez que la pérdida gradual de masa
Osea provoca la aparicion de fracturas (Golchin, 2016).

La OP es una enfermedad denominada de caracter comun ya que afecta tanto a
hombres como a mujeres de todas las razas y etnias. Las consecuencias mas
graves derivadas de las fracturas se ven reflejadas en la calidad de vida de la

persona, asi como en la morbilidad y mortalidad (Schuiling, et al., 2011).

En la OP hay un desequilibrio entre osteoblastos y osteoclastos conllevando a una
pérdida de hueso, que en otras palabras ocasiona un balance negativo del

remodelado 6seo.

Osteoporosis

La palabra osteoporosis se deriva de las etimologias 6oT1é0v (osteon)=hueso, TTépog
(poros)=poro, woig (sis)=condicién o formacién y hace referencia a la pérdida de
masa 6sea por pérdida de densidad y aumento de los espacios huecos del hueso,
lo que produce porosidad y fragilidad O0sea. Esta condicién es principalmente
consecuencia de un menor aporte en la cantidad de componentes minerales (Cortes
& Urefa, 2011).

Actualmente y de acuerdo con el “National Institute of Health” y el “International
Osteoporosis Fundation”, la osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica
caracterizada por la pérdida de masa 0sea y el deterioro de la microarquitectura del
hueso, guiando a un aumento en la fragilidad y por consiguiente un mayor riesgo de
fractura (NIH, 2001). La principal complicacion de la osteoporosis es la fractura (no

traumatica), siendo las mas frecuentes en sitios como cadera (especificamente en
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la cabeza del fémur), mufieca (en cubito y radio) y columna (vértebras). La
osteoporosis esta asociada con la edad y afecta principalmente a mujeres mayores

de 50 afnos.

La OP representa un gran desafio para adultos mayores y el riesgo de padecer OP
en esta etapa no se limita al sexo femenino, sino que también se encuentra
relacionado con la ganancia en la densidad 6sea y maduracién de la arquitectura
del hueso que la persona tiene a través de su vida y una vez que alcanza su pico

de masa 6sea maximo (Gordon C. et al., 2016, Harvey N. et al., 2014).

El pico de masa Osea esta determinado por factores genéticos, ambientales, de
salud durante el crecimiento, nutricién, niveles hormonales, género y actividad
fisica. Una vez que la persona alcanza el pico de masa 6sea aproximadamente a la
edad de 30 a 35 afios comienza la pérdida gradual de masa 6sea (aproximadamente
0.3 a 0.5% al afio) y dependera de dichos factores que tan grande sera el impacto
de esta pérdida en el hueso (Linton 2007, Stézen et al., 2017). Debido a lo anterior,
el pico de masa 0sea es considerado un fuerte predictor del riesgo de osteoporosis
(Harvey N. et al., 2014).

La osteoporosis puede ser diferenciada en primaria y secundaria de acuerdo a las

causas que la originan.

Osteoporosis primaria

La osteoporosis primaria es relacionada a la mayoria de los casos de osteoporosis,
se caracteriza por estar ligada al sexo y la edad, pero no estad asociada a ninguna
otra enfermedad que la provoque. Dentro de la osteoporosis primaria existen el tipo
1y eltipo 2.

La osteoporosis primaria Tipo | también se conoce como 0steoporosis
posmenopausica. Se presenta mayormente en mujeres que van de los 51 a los 70
afnos y esta relacionada con la pérdida acelerada y desproporcionada de densidad
mineral en hueso trabecular como consecuencia de la deficiencia de estrégenos,
los cuales son de gran importancia para el desarrollo y mantenimiento del hueso

(International Osteoporosis Foundation, 2011).

20



La importancia de los estrégenos radica principalmente en que inhiben la formacién
de UMB’s por medio de la disminucion en la produccién de citocinas que intervienen
en la activacion de los osteoclastos como lo son la interleucina 1, 6, 7, 11, TNF-q,
TNF-B y M-CSF, ademas de estimular la expresion de OPG que impide que se lleve

a cabo la osteoclastogénesis (Pacifici R., 2009, Cenci S. et al., 2000).

En este tipo de osteoporosis también hay una disminucion de la actividad de la
hormona paratiroidea (PTH) para compensar la resorcibn 6sea (Hermoso de
Mendoza, 2003; Saxon, 2014). Las fracturas mas comunes a esta son en vértebras
y muiieca (Saxon, 2014).

Osteoporosis primaria Tipo |l, también conocida como osteoporosis involutiva o
senil. Es presentada tanto en hombres como mujeres mayores de 70 afios. La
pérdida de densidad mineral es lenta y asociada con una baja actividad del
remodelado 6seo principalmente debida a un déficit de vitamina D que resulta en la
baja absorcion de calcio e hiperparatiroidismo secundario (Hermoso de Mendoza,
2003). Las fracturas mas frecuentes a este tipo son en cadera y vértebras. Involucra

tanto al hueso trabecular como a hueso compacto.

Ambos tipos de osteoporosis primaria pueden presentarse simultdneamente en un

mismo individuo (Saxon, 2014).
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Osteoporosis secundaria

Las OP en esta clasificacion son derivadas como consecuencia de factores
extrinsecos o enfermedades que promueven la rapida pérdida de densidad mineral
O0sea (Hermoso de Mendoza, 2003; Saxon, 2014). Entre los diversos factores
vinculados a la osteoporosis secundaria se encuentran los farmacos (principalmente
corticosteroides), deficiencia de vitamina D, desordenes endocrinologicos (p. €j.
hipertiroidismo, insuficiencia suprarrenal), desérdenes gastrointestinales (p. ej.
deficiencia hepatica, enfermedad celiaca) alcoholismo, tabaquismo, dieta y
trastornos genéticos (osteogénesis imperfecta), entre otros (Meiner & Kazer, 2011,
Mirza F. & Canalis E., 2015).

DIAGNOSTICO

En 1994, la OMS establecié el método diagndstico de la osteoporosis con base en
criterios epidemioldgicos que tomaban en cuenta los cambios en la masa 6sea con
la edad y la prevalencia e incidencia de fracturas osteoporéticas en mujeres

caucasicas posmenopausicas (Hermoso de Mendoza, 2003).

El diagndstico de la osteoporosis es llevado a cabo por medio de la medicion de la
Densidad Mineral Osea (DMO), la cual es expresada en unidades de masa mineral
por area de hueso escaneada (g/cm?). Los valores de DMO son reflejados en el
indice de T-score (ver Tabla 1), el cual clasifica a las personas en tres estados de
acuerdo al numero de desviaciones estandar (DE) por arriba o por debajo de la
DMO de un grupo de referencia (hombres o mujeres jovenes de 20 a 29 afios de
edad, que han alcanzado su pico maximo de masa 0sea). Las personas que se
encuentran por arriba de -1 DE son consideradas como sujetos sanos, aquellas
encontradas entre los rangos de -1 a -2.5 son considerados en el rango de
osteopenia, mientras que en valores por debajo de -2.5 se encuentran los individuos
con osteoporosis. Entre mas bajo sea el valor de la T-score el grado de osteoporosis

sera mas grave aumentando el riesgo de fractura (S6zen et al., 2017).
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Tabla 1.Definiciones de Osteoporosis basadas en la DMO de acuerdo con la OMS.

Clasificacion DMO T-score
Dentro de 1 DE de la media de una poblacion de

Normal referencia (adultos jévenes) 1.0a-10
Baja masa 6sea Entre 1 a 2.5 DE por debajo de la media de

i . - -1.0a-25
(Osteopenia) referencia (adultos jévenes)
Osteoporosis Més de 2.5 DE por debajo de la media de >.25

referencia (adultos jévenes)

Més de 2.5 DE por debajo de la media de
referencia (adultos jévenes) y presencia de
fracturas

>-25conunao
mas fracturas

Osteoporosis severao
establecida

OMS: Organizacion Mundial de la Salud. DMO: Densidad mineral 6sea. DE: Desviacion Estandar.

Sdzen et al., 2017.
En casos donde la osteoporosis se presenta en mujeres premenopausicas, en
hombres menores a 50 afios y nifios también se lleva a cabo la medicién de la DMO,
sin embargo y de acuerdo con la Sociedad internacional de densitometria clinica
(ISCD) se recomienda usar el indice de Z-score, donde la DMO de referencia es

ajustada por la edad, sexo y etnicidad especifica del paciente (S6zen et al., 2017).

Las mediciones de DMO son realizadas por medio de la técnica de Absorciometria
de Rayos X de energia dual (DXA) (Figura 5), la cual es un método no invasivo y se
considera en la actualidad como el estandar de oro para el diagndéstico y monitoreo
de tratamientos de la osteoporosis. En esta se hace pasar un haz de fotones de
rayos X con dos picos de energia distintos en el cuerpo del paciente permitiendo

evaluar el contenido mineral (Pisani et al., 2013).
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Figura 5. Densitometria 6sea por absorciometria de rayos X de energia dual (DXA).
Se utiliza una dosis pequefia de radiacién ionizante para producir imagenes del interior del cuerpo que

se traducen en valores de la DMO y que a su vez son intepretados mediante el indice de T-score.

Los sitios de medicién de la DMO mas confiables son en cadera (region proximal
del fémur), cadera total (cuello femoral, zona intertrocantérea y el triangulo de
Ward), columna lumbar (en vértebras L2-L4) o haciendo una combinacién de estos
(Sozen et al., 2017, Riancho et al., 2008). La DMO también puede determinarse
practicamente en cualquier sitio como el antebrazo, calcaneo, falanges, no
obstante, estos sitios no se encuentran bien estandarizados por lo que son muy
variables (Schuiling et al., 2011; Riancho et al., 2008).

La importancia de la medicién de la DMO radica en que es un componente
fundamental para determinar la resistencia del hueso. Como puede observarse en
la Figura 6, la resistencia del hueso se define como la capacidad para contrarrestar
las fuerzas que actlan sobre este; se encuentra comprendida basicamente por la
integracion de dos variables: la cantidad y la calidad, ambas dependientes del
remodelado 6seo (Augat et al., 2005). En el caso de la DMO, esta representa el
70% de la resistencia, mientras que el porcentaje restante es atribuido a la calidad
Osea (microarquitectura, composicion e indice de mineralizacién) en la cual aiin no
es posible saber el grado de deterioro en el contexto clinico (S6zen et al., 2017;
Caeiro Rey et al., 2005).
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Figura 6. Factores determinantes de la resistencia Gsea.

DMO: densidad mineral 6sea. Tanto la cantidad como la calidad del hueso estan relacionadas con
la funcion y resistencia del hueso. Figura modificada de: Caeiro Rey et al., 2005.

De acuerdo con lo anterior se sabe que existe una relacion exponencial inversa
entre la DMO vy el riesgo de fractura, lo que quiere decir que por cada DE que
disminuye la DMO el riesgo de fractura aumenta a casi el doble (S6zen et al., 2017,
Riancho et al., 2008).

El uso de la densitometria 6sea por DXA como método diagndstico ofrece varias
ventajas como lo son su precision y fiabilidad (coeficiente de variacion: 0.5-3%; error
de exactitud: 3-5%). Se le considera el mejor método diagndstico estandarizado y
un estimador del riesgo de fractura. Es utilizado en la toma de decisiones respecto

al tratamiento y para su monitoreo.

Ademas, es una técnica rgpida no invasiva que coloca al paciente a una baja
exposicidn de radiacion (90% menos que una radiografia toracica estandar) (Orueta
& Gomez-Caro., 2010).

Por otro lado debido a que los criterios de la técnica diagnostica utilizada en la
densitometria 6sea en un principio se establecieron con fines epidemioldgicos en
una poblacion especifica existen limitaciones en su determinacion, asi como para
estimar adecuadamente el riesgo de que se presenten fracturas, proporcionando

Unicamente un riesgo relativo (Riancho et al., 2008); ya que presenta una elevada
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especificidad pero una escasa sensibilidad, aunque esta puede aumentarse
utilizando herramientas de evaluacion de la masa 0sea que consideran factores de

riesgo de fractura no asociados densidad 6sea (Orueta & Gémez-Caro., 2010).

Se calcula que aproximadamente el 50% de las personas que sufren de fracturas
por osteoporosis se encuentran dentro del intervalo de osteopenia de acuerdo a los
criterios densitométricos y el 11% son identificados como normales, lo que muestra

una baja capacidad predictiva (Komadina, 2008; Rosen, 2018).

A pesar de que sus parametros de validez son buenos existen falsos positivos y
falsos negativos que pueden ser ocasionados por calcificaciones de partes blandas,
osteocitos, obesidad, errores en la técnica y se debe tener en cuenta la diferencia
de densidad 0sea en distintas localizaciones.

Adicionalmente es una técnica que requiere de un equipo y personal especializado,
lo que reduce su disponibilidad para andlisis poblacionales y atencion primaria. En
lo que se refiere a exdmenes DXA de seguimiento estos deben realizarse en la

misma institucion y con el mismo equipo (Orueta & Gomez-Caro., 2010).

Existen otros métodos de diagnostico por imagen de la osteoporosis que atienden
no solo a la medicion de la DMO sino también al aspecto estructural. Entre estos se

encuentran: ultrasonidos, tomografias computarizadas cuantitativas (TCC) (Tabla 2).
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los métodos de diagnéstico de las osteoporosis comunmente

disponibles.
Absorciometria dual de rayos X Tomografia Ultrasonido
computarizada
cuantitativa
Pros Contras Pros Contras Pros Contras
Alta precision Rayos X Valores de Mayores Répido, barato Diferentes
densidad dosis de y libre de lineamientos
reales radiacion que radiacion. para
la DXA Portétil. determinar
osteoporosis
Evaluacion en No distingue entre Discrimina Acceso Tiempos de Unicamente
sitios de hueso cortical y entre hueso limitado investigacion para sitios
referencia trabecular. No trabecular y mas cortos que periféricos.
(columnay distingue la cortical en la DXA
cadera). microarquitectura
del hueso.
Relativamente
costoso.
Estudios de No es util como Alta No es util Util para No es
validacion herramienta de resolucion como investigar comparable
disponibles en atencién primaria herramienta caracteristicas directamente
la literatura. de atencion estructurales y con la DXA
primaria elasticas del (estandar de
hueso 0ro)
Herramienta de
atencion
primaria

DXA: Absorciometria de rayos X de energia dual. Herramienta de atencion primaria: Tecnologia o método
dirigido en la atencién esencial de la salud y accesible a los individuos de la comunidad. Estandar de oro:
Técnica diagnéstica que define la presencia de la condicién con la maxima certeza conocida.

Tabla modificada de Pisani et al., 2013.

EPIDEMIOLOGIA DE LA OSTEOPOROSIS

A nivel mundial la osteoporosis es un problema de gran relevancia debido a que las
fracturas por osteoporosis impactan negativamente en la calidad de vida
provocando incapacidad, aumento en la morbilidad, mortalidad e intensificacion en
los costos de atencion médica (Figura 7). Dado que la osteoporosis es una
enfermedad asintomatica resulta dificil establecer su prevalencia real en las
poblaciones; ya que su presencia es determinada hasta que las complicaciones son

evidentes (Gonzélez et al., 2009).

Se estima que mas de 200 millones de personas en el mundo tienen osteoporosis

segun datos estadisticos de la Fundacion Internacional de Osteoporosis (IOF) y que
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1 de cada 3 mujeres mayor a 50 afios, asi como 1 de 5 hombres sufriran fracturas

osteoporéticas en su vida (S6zen et al., 2017).

De acuerdo con datos reportados en el afio 2000 por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) mostrados en la Tabla 3, la osteoporosis causa mas de 8.9 millones
de fracturas anualmente en el mundo, de las cuales mas de la mitad ocurren en
América y Europa. Se prevé que el numero de fracturas osteoporéticas se triplique
en los proximos 50 afios debido a cambios demograficos causados por el
envejecimiento poblacional y una mayor esperanza de vida, afectando
particularmente a Asia y Latinoamérica (WHO, 2004).

Tabla 3. Numero estimado de fracturas osteoporéticas por sitio, en hombres y mujeres de 50 afios
0 més en el afio 2000 por regién (OMS).

Numero esperado de fracturas por sitio (miles) Total de fracturas
osteopordéticas
RegiondelaOMS Cadera Columna Hamero Antebrazo Nimero %
proximal
Africa 8 12 6 16 75 0.8
América 311 214 111 248 1406 15.7
Sureste de Asia 221 253 121 306 1562 17.4
Europa 620 490 250 574 3119 34.8
c“,’:fed;:‘:l"a"“ 35 43 21 52 261 2.9
Pacifico
Occidental? 432 405 197 464 2536 28.6
Total 1672 1416 706 1660 8959 100

@ Incluye Australia, China, Japon, Nueva Zelanda y Republica de Corea.
Johnell & Kanis, 2006.

Actualmente se sabe qué factores como el sexo y la ancestria estan relacionados
con la DMO vy la incidencia de fracturas osteoporoticas de una persona. En este
orden de ideas, las mujeres tienden a tener una DMO mas baja que los hombres de
la misma edad y ancestria. Después de la menopausia el riesgo de fractura es de
dos a tres veces mas elevado que en los hombres. Las mujeres caucésicas tienen
una mayor frecuencia de fracturas que las hispanas, asiaticas y afroamericanas
(Silverman & Madison, 1988, Tobias et al., 1994).
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La mayoria de las mujeres que estan por debajo de los 50 afios tienen una DMO
normal, lo que contrasta en mujeres cercanas a los 80 afos, donde el 27% padece

de osteopenia y el 70% osteoporosis (Cooper C., 1999, Dennison et al., 2006).

Todas las fracturas osteoporéticas estan relacionadas con una morbilidad
significativa, no obstante, las fracturas vertebrales y especialmente en cadera estan
relacionadas con un aumento en la tasa de mortalidad (Dennison et al., 2006), la
cual se presenta de 5 hasta 10 afios después de haberse sufrido la fractura (Nazrun
et al., 2014). Complicaciones derivadas de este tipo de fracturas como lo son
infecciones, trombo embolismos, comorbilidades coexistentes y complicaciones

causadas en cirugia, suman un mayor riesgo de mortalidad (Gonzalez et al., 2009).

En el pronéstico de mayor mortalidad, los principales factores que se consideran
son el género masculino (menor indice de supervivencia), la edad avanzada,
enfermedades coexistentes y un escaso estado funcional anterior a la fractura
(Dennison et al., 2006).

Cabe mencionar que los sobrevivientes de fracturas en cadera o columna
generalmente presentan algun grado de discapacidad a largo plazo o permanente.
En cuanto a la recuperacién funcional, esta no es recuperada por completo lo que
resulta en la pérdida de independencia del individuo. Otros problemas secundarios,
son el riesgo de sufrir nuevas fracturas, problemas emocionales como la depresion,

aislamiento y baja autoestima (Gonzalez et al., 2009).

Datos arrojados por estudios como EVOS (Estudio Europeo de Osteoporosis
Vertebral) (O’Neill et al., 1996), LAVOS (Estudio Latinoamericano de Osteoporosis
Vertebral) (Clark et al., 2009) y por herramientas que permiten la evaluacion del
riesgo de fractura (FRAX: Fracture Risk Assessment) (Kanis et al., 2012) reflejan la
variacion en los indices de fracturas osteoporéticas de acuerdo al area geograficay

la etnia, variando incluso dentro de un mismo pais y poblaciones locales (Figura 7).
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Figura 7. indice anual de fracturas de cadera (hombres y mujeres) en el mundo clasificadas por
riesgo.

Clasificacion y codificaciéon por colores de la incidencia de fracturas en distintas regiones. Figura
modificada de: Moon & Harvey, 2014.

OSTEOPOROSIS EN MEXICO

Actualmente en nuestro pais se esta llevando a cabo un rapido crecimiento de la
poblacién de adultos mayores y un aumento en la esperanza de vida. Se calcula
gue la poblacién de personas mayores de 50 afios sobrepase los 28 millones en el
2020 y se llegue a los 55 millones en el afio 2050. Dado lo anterior enfermedades
asociadas a la vejez como la osteoporosis tendran un importante aumento y por
ende también se pronostica un aumento en el nimero de fracturas (Clark, et al;
2010).

En ese mismo sentido se calcula que una de cada 12 mujeres y uno de cada 20
hombres a partir de los 50 afios sufrira una fractura de cadera, lo que equivale a
una probabilidad de riesgo de 8.5% en mujeres y de un 3.8% en hombres (Clark, et
al.; 2005). En el afio 2005 el numero de fracturas de cadera reportadas fue de
29,732 y para el 2050 se prevé se incremente a 226,886 el nUmero de casos, no
obstante, si la inicidencia especifica de fracturas de cadera relacionada con la edad
continla, esto podria llevar a un aumento del 46% previsto (Johansson et al., 2010).
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De acuerdo con datos derivados del estudio LAVOS con base en la DMO mostrada
en la Figura 8, en México la prevalencia de la osteoporosis en columna lumbar en
adultos mayores de 50 afos, es de un 9% en hombres y 17% para mujeres. En el
caso de aquellas personas que presentan una condicion anterior a la osteoporosis,
es decir osteopenia, es de 30% en hombres y de un 43% en mujeres. Mientras que
los porcentajes para individuos considerados sanos es de 61% en hombres y de
37% en mujeres. De manera semejante resultados del mismo estudio para
osteoporosis en cadera fueron de un 6% en hombres y un 16% en mujeres con
osteoporosis, en condiciones de osteopenia fue de un 56% en hombres y 41% en
mujeres (Clark, et al; 2013).

DMO de la columna lumbar DMO de |a columna lumbar
en mujeres en hombres DMO femoral en mujeres DMO femoral en hombres

| Osteoporosis [l Normal Osteopenia

Figura 8. Prevalencia de la Osteoporosis en México.

Porcentaje de mujeres y hombres mayores de 50 afos identificados en las categorias de
Osteoporosis (Verde), Osteopenia (Amarillo) y Normal (Azul), de acuerdo a valores de la DMO.
Figura modificada de: Clark et al., 2010.

Cabe sefalar que, en México, el nUmero de casos de osteopenia reportados en el
afo 2010 fue de 10,295,128, para el afio 2015 esta cifra se proyecté a 12,177,166
casos que en el afio 2020 se calcul6 en 14,160,056. Al mismo tiempo el numero de
casos de osteoporosis reportados en el 2010 fue de 2,521,791 que en el afio 2015
se estimo en 3,006,258 casos y para el 2020 ascenderia a 3,577,499 casos (Carlos,
et al; 2013) (Figura 9).
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Figura 9. Frecuencia de personas con osteopenia u osteoporosis.
Casos reportados de OP y Osteopenia en 2010, 2015 y esperados en 2020. Figura de: Carlos et al.,
2013.

Las fracturas osteoporoticas mas comunes en la poblacion mexicana para hombres
y mujeres mayores de 50 afios son a nivel de mufieca, cadera, humero, pelvis y

vértebras en orden de frecuencia (Figura 10).
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Figura 10. Principales fracturas en México.
Casos reportados de fractura de acuerdo al sitio anatomico (hombres y mujeres mexicanos). Figura
de: Clark P. et al., 2010.

En lo que se refiere al costo directo por tratamiento de fracturas en cadera
ocasionadas por osteoporosis en México, tan solo en el 2006 fue de 97 millones de

dolares, de acuerdo a los costos reportados por paciente en instituciones de salud
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publica como el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (ver Tabla 4) (Clark et
al., 2007). Para el 2020 el costo esperado se calcul6 entre los 213 y 466 millones y
para el 2050 el prondstico se encuentra entre los 555 y 4088 millones de ddlares
(Clark, et al., 2010). Dado el contexto actual de la enfermedad y el impacto
exponencial en el sector social como econémico que tendra en un futuro, la
osteoporosis es considerada como un problema importante de salud publica en

México.

Tabla 4. Costos directos e indirectos en el tratamiento de fracturas de cadera.

Asignacion del recurso por caso alMSS (%) Costos Indirectos

Cirugia 1,110.6 Pérdida de productividad del paciente

Prétesis 660.5 Cambios negativos en la calidad de vida

Estancia hospitalaria 1,893.3 Limitacion en las actividades de familiares
debido a la dependencia del paciente

Pruebas de laboratorio e imagen 226.80

Costos médicos 3,891.2

Transporte 14.60

Comidas 15.30

Costos no médicos 29.90

Costos totales (Dolares, 2006) 3,921.1

a|MSS: Instituto Mexicano del Seguro Social. P Los costos son expresados en Délares (Norteamericanos) del
2006. Los datos son tomados del IMSS como referencia de un sistema de salud popular en el pais. Para los
costos indirectos, aln se desconoce su impacto econdmico. Tabla modificada de Clark et al., 2010.

NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO
Es claro que la deteccién temprana de la osteoporosis es crucial para la prevencion
de fracturas por lo que el desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico es de gran

importancia.

Como se ha venido mencionando, durante el proceso de remodelado éseo se
pueden encontrar distintas moléculas derivadas de las actividades de resorcion y
formacion, como lo son productos de degradacion del tejido éseo (Telopéptidos de
colageno tipo | y Calcio) y productos de la actividad enzimatica de osteoblastos y
osteoclastos (ALP y TRAP) (Garnero, 2017). Estas moléculas son aprovechadas
para el monitoreo de tratamientos y como predictores del riesgo de fractura, ademas
de ser considerados como minimamente invasivos al encontrarse en fluidos

biolégicos tales como sangre total, suero, plasma, orina y saliva, entre otros.
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Ejemplo de marcadores bioquimicos del remodelado 6seo son los mostrados en la
Tabla 5.

El uso de marcadores en el diagndstico de la osteoporosis esta enfocado en la
deteccion temprana para la identificacion y el tratamiento oportuno de los pacientes

con riesgo de fracturas osteoporéticas.

No obstante, las metodologias de medicion de estas moléculas presentan varias
limitaciones como lo son su poca especificidad para el tejido 6seo, ya que no reflejan

la actividad de cada linaje celular y poseen un alto grado de variabilidad.

Tabla 5. Marcadores bioquimicos clasicos del remodelado 6seo.

Formacién de hueso (suero) Resorcion de hueso (suero/orina)

Osteocalcina; intacta, total, o parcialmente
carboxilada (OC)

Fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP)

Fosfatasa Alcalina del 6sea (ALP Hueso) Telopéptido C-terminal del colageno tipo | (CTX).
(P;?ﬁg)pt'do N-terminal def procolageno tipo | Telopéptido N-terminal del colageno tipo | (NTX).
Propéptido C-terminal del procdlageno tipol  Telopéptido C-terminal del coldgeno tipo |
(PICP) generado por MMPs (CTX-MMP o ICTP).

Deoxipiridinolina (DPD libre o total)
Piridinolina (PYD)
Calcio

Marcadores recomendados por la IOF-IFCC como marcadores de referencia para uso en estudios clinicos.
IOF: Fundacion Internacional de Osteoporosis. IFCC: Federacion Internacional de Quimica clinica y Medicina
de Laboratorio. MMP’s: Metaloproteinasas. Tabla modificada de Garnero P., 2017.

Como una estrategia para el mejoramiento del diagnéstico se ha sugerido el uso de
nuevas moléculas que permitan una éptima interpretacién clinica y que ayuden en
la evaluacion del riesgo de fractura, como son: proteinas de la matriz extracelular
(Periostina), citocinas reguladoras del remodelado 6seo (OPG, RANKL, DKK-1,
Sclerostina, S1P), enzimas osteoclasticas (Catepsina K) y otras moléculas no
proteicas (MIRNAs) (Garnero, 2017). Algunos ejemplos de nuevos marcadores se

muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Nuevos marcadores biolégicos del metabolismo 6seo en osteoporosis.

No-colagenas Enzimas osteclasticas  Moléculas reguladoras  Hormonas No proteinas

Periostina Catepsina K OPG FGF-23 mMiRNAs
RANKL Klotho
DKK-1

Esclerostina
Esfingosina-1 fosfato

OPG: Osteoprotegerina; RANKL: Ligando del receptor activador para el factor nuclear kB; DKK-1: Dickkopf-
1. FGF-23: Factor de crecimiento fibroblastico 23; S1P: esfingosina-1 fosfato; miRNAs: MicroRNAs.
Garnero P., 2017.

Dentro de los nuevos marcadores encontramos a los acidos nucleicos como los
microRNAs (miRNAs), particularmente los miRNAs circulantes, que surgen como
una nueva clase de marcador que puede ayudar al diagndéstico temprano de la
osteoporosis (Garnero, 2017). Los miRNAs son una clase de RNAs pequefios no
codificantes, de aproximadamente 22 nucleétidos de longitud, de cadena sencilla
muy abundantes ya que son transcritos activamente desde el genoma (Dluzen, D.
F. et al., 2016). Se encuentran implicados en mudltiples procesos biolégicos
incluyendo la diferenciacion celular, la homeostasis y el envejecimiento, asi como el
desarrollo de enfermedades (Vidigal & Ventura, 2015; Sato-Kuwabara et al., 2015).
Actuan regulando la expresion postranscripcional de su RNA mensajero blanco por
medio del reconocimiento y la unién especifica de secuencias en la region 3’'UTR
llevando a cabo asi dos tipos de mecanismos: degradacion del RNAmM
(complementariedad de secuencias perfecta, frecuente en plantas) y represion de
la traduccion (complementariedad entre secuencias imperfecta, frecuente en

mamiferos) (Garnero, 2017; Pogribny, 2017).

BIOGENESIS DE LOS MICRORNAS

Los microRNAs o miRNAs son originados a partir de secuencias que se encuentran
en todo el genoma de organismos eucariontes en regiones intergénicas, intrénicas,
exobnicas y regiones UTR (regiones no traducidas de los genes) donde comunmente

son localizados en grupos.

La transcripcion de dichas secuencias inicia en el nucleo por medio de la RNA

polimerasa Il para formar los llamados miRNAs primarios (0 pri-miRNAs) que
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presentan una longitud de aproximadamente 100-1000 nucleétidos con una
estructura caracteristica de tallo-asa. El procesamiento de los pri-miRNAs (Figura
11) comienza cuando su estructura es cortada por el complejo enzimético
Drosha/DGCRS8 para dar lugar al miRNA precursor (pre-miRNA) con una longitud
de ~70 nucledtidos. Drosha es una RNAsa Il especifica para RNA de doble cadena
y DGCRS8 (Proteina de la region critica del gen 8 del sindrome de DiGeorge) es su
cofactor esencial que regula la biogénesis de los miRNAs. Los pre-miRNA son
exportados al citoplasma por la Exportina 5 (XPO5), donde son procesados por otra
RNAsa Ill para RNA de doble cadena llamada Dicer que se encarga de retirar la
estructura de asa, generando asi un RNA duplex compuesto por el miRNA maduro
de ~22 nucledtidos y una cadena pasajera, que en muchos casos da origen a otro
mMiRNA maduro. Ambas cadenas pueden llegar a ser funcionales dependiendo del
tipo celular celular y su contexto. EI miRNA maduro posteriormente se integrara a la
proteina Argonauta (Ago) formando el complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC). Una vez que el complejo RISC esta formado, el miRNA se encarga de dirigir
el complejo a la secuencia denominada semilla dentro de la region 3’ UTR del RNAm
blanco donde se unird complementariamente de manera imperfecta (forma de unién
comun en mamiferos) y llevara a cabo la inhibicién de la expresion génica (Jung, H.
J., & Suh, Y., 2014, Pogribny, 2017., Dluzen, D. F. et al., 2016, Vidigal & Ventura,
2015, Lian, J. B. et al., 2012, Lin, S., & Gregory R. I., 2015).

Cada miRNA puede unirse a multiples RNAm blanco y un solo RNAm blanco puede
ser regulado por multiples miRNAs. Este efecto pleiotropico les permite controlar
distintas redes de interaccion entre proteinas (Jung, H. J., & Suh, Y., 2014, Vidigal
& Ventura, 2015, Garnero, 2017).

Los miRNAs pueden participar en la comunicacién intercelular al ser liberados de
las células a los fluidos bioldégicos por medio de cuerpos vesiculares
(exosomas/microvesiculas), cuerpos apoptoticos o asociados a proteinas (Ago y
lipoproteinas) para protegerse de la degradacion y asi poder llegar al tejido u érgano
donde lleven a cabo su funcion (Sato-Kuwabara et al., 2015., Arroyo J.D. et al.,
2011, Garnero, 2017) (Figura 11).
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Figura 11. Biogénesis y comunicacion intercelular de los microRNAs.

La secuencia que contiene al miRNA es transcrita como pri-miRNA por la RNA polimerasa Il en el
nucleo. El pri-miRNA es cortado por el complejo Drosha/DGCRS8 para producir al pre-miRNA con una
longitud de ~70 nucleétidos. Posteriormente el pre-miRNA es exportado al citoplasma por la XPO5
y después procesado por Dicer. Una de las cadenas del miRNA maduro es contenida en el complejo
RISC, el cual sera dirigido a un RNAm blanco por medio de la uniébn complementaria de secuencias
(perfecta/imperfecta) dando lugar a la inhibicién de la traduccién del RNAm. Los miRNAs pueden
ejercer su funcion en células remotas a las de su origen mediante su incorporaciéon a vesiculas
derivadas de la membrana (exosomas, microvesiculas, asi como a proteinas (Ago, lipoproteinas) o
cuerpos apoptoéticos. HDL: Lipoproteinas de alta densidad. Figura de: Jung, H. J., & Suh, Y., 2014.

MIRNAS CIRCULANTES

La descripcion de los miRNAs en la regulacion de los genes a nivel pos
transcripcional en procesos celulares normales como la proliferacién, crecimiento y
diferenciacion celular, comunicacion, apoptosis y hematopoyesis, asi como en
condiciones patologicas donde hay una correspondencia con perfiles de expresion
alterados, ha conducido a considerarlos una opcién importante en la busqueda de

biomarcadores potenciales para el diagnéstico (Ortiz-Quintero, 2016, Liang et al.,
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2018., Schulte et al., 2015, Jia & Liu, 2016, Li B. X. et al., 2015). En este orden de
ideas, muchos miRNAs se han caracterizado por ser expresados en tejidos

especificos, y muchos mas son ubicuos en el organismo.

De la misma forma que los mRNA reflejan un patron de expresion, los miRNAs
presentes en tejidos han sido propuestos por diversos estudios como una firma de
identidad celular, esto debido a que algunos miRNAs se distinguen por sus altos
niveles de expresion y tienen la ventaja de estar restringidos en ciertos tejidos,
situAndose como biomarcadores para el diagndéstico y pronédstico de diversas
enfermedades (Mori et al., 2019, Bandiera et al., 2015, Horak et al., 2016, Wei et
al., 2014).

Tabla 7. miRNAs expresados en tejidos especificos

Tejido miRNA Expresion Referencias
. Bandiera et al., 2015; Jopling 2012;
Higado miR-122 Alta Sengupta et al., 2020
MiR-194/192 Alta Kritzfeldt et al., 2011, Morimoto et al.,
2017
miR-9-5p Alta
Cerebro miR-124-3p Alta Zottel etal., 2020
miR-375-3p Alta Xu et al., 2021
miR-1 Alta Schiffer et al., 2021
Musculo miR-133 Alta Li et al., 2021
miR-499 Alta Duran et al., 2020
. Cheng et al., 2020
e miR-204-5p Alta Li etal.. 2019
MiR-192-5p Alta Baker et al., 2019

Chandrasekaran et al., 2012

Estos miRNAs expresados en tejidos a pesar de su gran valor en el uso clinico
implican un gran obstaculo en tejidos de dificil acceso para la obtencion de la
muestra, como ocurre en los tejidos 6seos, blandos y de 6rganos internos, donde
se requiere de metodologias demasiado invasivas para el paciente (Ortiz-Quintero,
2016).

A partir de los resultados obtenidos por Mitchell et al y Chen et al (Mitchell et al.,
2008 y Chen et al., 2008) en 2008, se observo la presencia de mMiRNAs

extracelulares en suero y plasma humanos. En ambos trabajos los miRNAs se
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caracterizaron por ser obtenidos de individuos sanos y estar protegidos de la
degradacion por RNAsas en sangre. Ademas, estos miRNAs permanecieron en una
forma funcional tras someterse a cambios ambientales (pH, temperatura,
congelamiento y descongelamiento), a diferencia de miRNAs sintéticos 0 RNAs de
secuencias largas que eran rapidamente degradadas; sugiriendo asi, un sistema de
proteccion en el que se encuentran involucrados exosomas y complejos proteicos
(Ortiz-Quintero, 2016).

Estudios recientes han revelado que estos miRNAs extracelulares son liberados por
diversos tipos celulares tanto en condiciones saludables como patolégicas, y se
encuentran en practicamente todos los fluidos biolégicos humanos, incluyendo
sangre (suero y plasma), lagrimas, orina, saliva, liquido amniotico, leche materna,
fluidos pleurales, entre otros. Estos miRNAs secretados o circulantes son altamente
estables y pueden ser transportados a otras células para llevar a cabo su funcién,
participando asi en la regulacion de la comunicacion entre células y la expresion de
genes (Ortiz-Quintero, 2016, Mori et al., 2019, Weber et al., 2010, Mitchell 2008).

Tanto por su accesibilidad y estabilidad, los miRNAs extracelulares han sido objeto
de distintos estudios que los han asociado con diversas patologias incluyendo,
enfermedades metabdlicas, cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, entre
otras (Safdar et al., 2016, Li B. X. et al., 2015, Schulte et al., 2015, Jia & Liu, 2016).
Ademas la evidencia ha mostrado una correlacion con los factores ambientales
particulares de los individuos (tales como, la dieta, la contaminacion, el ejercicio,
composicion de la microbiota intestinal y demas factores), con los niveles de los
mMiRNAs extracelulares o en circulacion, sugiriendo asi su uso como biomarcadores
potenciales minimamente invasivos que indiquen el estado fisiolégico de los
individuos para el diagnéstico, pronostico o bien el monitoreo de tratamientos
farmacologicos (Flowers et al., 2015, Rome, 2015, Whitham et al., 2018, Beatty et
al., 2014, Mori et al., 2019).

39



MIRNAS COMO BIOMARCADORES

La capacidad que tienen los miRNAs como marcadores biolégicos en la
osteoporosis radica en su participacion en la diferenciacion y homeostasis de
osteoclastos y osteoblastos, reflejando alteraciones en el metabolismo 6seo. Su
participacién a nivel postranscripcional tiene un gran potencial para servir como un
biomarcador minimamente invasivo en el diagnéstico molecular temprano al igual
gue en el monitoreo de tratamientos (Garnero, 2017, Pogribny, 2017, Lian, J. B. et
al., 2012). Otra ventaja que ofrecen yace en el método de deteccion el cual es a
partir de RT-PCR cuantitativa, que es altamente especifico y sensible. Se debe
considerar también el hecho de que son moléculas altamente estables en fluidos
biolégicos como lo es el suero y plasma (Figura 12), ya que al ser cortos y
transportarse de manera conjunta con proteinas o vesiculas (microvesiculas o
exosomas) son resistentes a la actividad de RNAsas y pueden servir como Optimos
biomarcadores proporcionando informacion valiosa incluso antes que los
marcadores basados en proteinas (Cheng J. et al., 2016, Sato-Kuwabara et al.,
2015).

Liguido ) Saliva:
cefalorraquideo: Lagrimas: =d1va:
mRNA miRNA IncRNA, mRNA
. miRNA, piRNA,
MIRANA snoRNA
Leche materna:
miRNA ————»
Sangre/Plasma/Suero:
IncRNA, mMRNA, miRNA
Bilis: piRNA, rRNA, snRNA,
miRNA snRNA, Y-RNA, 5"-{RNA
snANA  —— 1 &
"-\_‘_ﬁ
Liquido amniotico: —t "~ Peritoneal:
MRNA '\ MIRNA
>
S ~ )
Fluido seminal: — T~ Orina;
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Figura 12. Resumen de fluidos biolégicos conteniendo RNA.

Fluidos bioldgicos y los RNA extracelulares especificos reportados. mRNA: RNA mensajero, miRNA:
microRNA, IncRNA: RNAs largos no codificantes, piRNA: RNA asociado a Piwi, SnoRNA: RNA
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pequefio nucleolar, rRNA: RNA ribosomal, Y-RNA: RNA pequefio no codificante derivado de
ribonucleoproteinas, 5"-tRNA: Extremo 5" del RNA de transferencia, sSnRNA: RNA pequefio nuclear.
Figura de: Dluzen, D. F. et al., 2016.

MiRNAS y osteoporosis

Uno de los objetivos principales de los biomarcadores es ser utilizados como
herramientas en la investigacion basica, asi como en el area clinica enfocada al
diagnéstico de enfermedades. Sin embargo, los marcadores bioquimicos
reportados a la fecha en el contexto de enfermedades de hueso como la
osteoporosis no estan bien establecidos y se han centrado en el proceso de
remodelado éseo mostrando limitaciones por no ser realmente cuantificables ya que
no producen resultados exactos ni reproducibles. Aunado a esto, la necesidad de
validacién en multiples poblaciones probando su asociacién con la enfermedad de
interés no se encuentra reportada, por lo cual Unicamente son empleados en el

monitoreo de tratamientos.

Como consecuencia de su carencia de especificidad y de estandarizacion en el
control de calidad hacen surgir la necesidad de la identificacibn de nuevos
marcadores que provean un mejor entendimiento de la enfermedad y evaluacién en

el riesgo de fractura (Hackl et al., 2015).

En los ultimos afios, el estudio del control de la expresion génica ha sido un recurso
valioso para descifrar la base molecular de muchos procesos biolégicos normales y
patoldgicos. La regulacion génica mediada por miRNAs se considera un mecanismo
epigenético importante. Varios estudios in vitro y ex vivo han reportado el papel de
los miRNAs en el metabolismo 6seo, asociandolos con la regulacién de la
formacion, resorcion, remodelado y diferenciaciéon celular de los huesos (Cao et al.,
2014., Zhang et al., 2017; Zhao et al., 2017). Asi mismo, la expresion de ciertos
mMIiRNASs en el tejido 0seo, esté altamente asociada con su presencia en el suero de
pacientes osteoporoticos (Feichtinger et al., 2018; Mandourah et al., 2018).
Ademas, la existencia de ciertos miRNAs en el suero de pacientes con fracturas
osteoporéticas puede regular la actividad de osteoblastos u osteoclastos, tal es el

caso de los miRNAs miR 29b-3p, miR-30e-5p y miR-140-5p todos ellos expresados
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en otros tejidos distintos al tejido éseo (Kocijan et al., 2016; Li Z. et al., 2009; Ding
et al., 2015). En estas condiciones, los niveles circulantes de estos miRNAs pueden
estar directamente relacionados con cambios en el metabolismo 6seo (Kocijan et
al., 2016; Sun et al., 2016; Takano et al., 2017; Zhao et al.,, 2014). Las
modificaciones de la funcién y supervivencia de los osteoblastos y osteoclastos son

determinantes clave en el desarrollo y progreso de la osteoporosis.

Equipos de investigacion que se han centrado en la caracterizaciéon ya sea en
solitario o en conjunto de miRNAs circulantes relacionados a la osteoporosis u
osteopenia sirven como antecedentes a este proyecto y sugieren la utilidad de los
MIRNAs como posibles nuevos marcadores, debido al importante papel regulatorio

gue tienen en células del tejido dseo.

Uno de ellos es el estudio realizado por Garmilla-Ezquerra et al., 2015, donde se
compararon perfiles de miRNAs diferencialmente expresados entre dos grupos de
mujeres posmenopausicas, a partir de muestras de hueso trabecular, uno con datos

de fractura por osteoporosis y otro con osteoartritis.

Por medio de la tecnologia de TLDAs (Tagman Low Density Arrays) identificaron a
los miRNAs, hsa-miR-187 y hsa-miR-518f diferencialmente expresados entre
ambos grupos, con un valor de p <0.05 y un nivel de cambio de -1 6 1. En el caso
del hsa-miR-187 se encontré 5.3 veces mas expresado en las muestras que no
presentaban fracturas. Por el contrario, en el caso del hsa-miR-518f, su expresion
se vio favorecida en las muestras de fracturas debido a osteoporosis llegando a ser
8.6 veces mayor respecto al grupo que no presentd fracturas. El andlisis
bioinformatico mostré que los miRNAs miR-518f y miR-187 tienen un papel
relevante en el metabolismo 6seo y tienen como posibles blancos a genes de la via
candnica WNT (DKK1, WISP1, y CTNNBIP1) y de la respuesta inflamatoria (IL-6 y
TNF) respectivamente. Estos resultados muestran que los mMiRNAs y sus
respectivos genes blancos estan involucrados en procesos de diferenciacion de
osteoblastos (Moorer. & Riddle, 2018, Teufel & Hartmann, 2019, Huang et al., 2018,
Yoshida et al., 2018, Maeda et al., 2015), asi como en el favorecimiento del linaje
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monocito-osteoclasto (Amarasekara et al., 2018, Yoshitake et al., 2008, Axmann,
2009, Blanchard et al., 2009).

En otro estudio similar realizado por el equipo de trabajo de Panach et al., 2015, se
llevé a cabo la identificacion de miRNAs en muestras de suero de mujeres
posmenopausicas registradas con fracturas debidas a osteoporosis y con
osteoartritis. Utilizando la misma tecnologia de TLDAs se analizaron 179 miRNAs
especificos de suero. Con base en valores de significancia, la relacién con el
metabolismo éseo y pruebas para evaluar el potencial diagnéstico de los miRNAs,
se seleccionaron los miR-122-5p, miR-125b-5p y miR-21-5p como posibles
marcadores candidatos para el uso diagnostico. Un aspecto importante a resaltar
es gque el miR-21-5p que tuvo los mejores resultados en cuanto a significancia
biolégica y estadistica, también es uno de los miRNAs que se ha encontrado
directamente relacionado a la diferenciacion de osteoclastos (Lian et al., 2012), al
favorecer la accion del factor de transcripcidn c-Fos (Grigoriadis, 1994). La
expresion relativa de miR-21-5p también se encontro relacionado a la concentracion
en suero del Telopéptido carboxilo terminal del colageno tipo I, el cual es un

marcador de la actividad de resorcidon Osea.

En un estudio previo, mediante la comparacion de perfiles de miRNAs especificos
de suero y plasma se reportd la expresion diferencial de seis miRNAs presentes
tanto en suero como en tejido éseo de individuos con osteoporosis que presentaban
fracturas. De los miRNAs identificados (miR-21-5p, miR-23a-3p, MmiR-24-3p, miR-
25-3p, MiR-100-5p y miR-125b-5p), el miR-21-5p se encontrd principalmente
expresado en el grupo de osteoporosis (Seeliger et al., 2014). De igual forma los
resultados de analisis bioinformaticos y la lectura revisada lo ponen en el contexto
del desarrollo de osteoclastos (Sugatani et al., 2013, Grigoriadis, 1994, Lian et al.,
2012).

Para el resto de los miRNAs identificados en este estudio excepto para el miR-25-
3p se les encontro relacionados al desarrollo de osteoblastos y osteoclastos de

acuerdo a la literatura. En el caso de los miRNAs miR-23a-3p y miR-24-3p se mostro
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un mecanismo de regulacion interesante al inhibir la diferenciacion de osteoblastos

por medio del factor de expresion RUNX2.

ANTECEDENTES DEL GRUPO DE TRABAJO

En investigaciones realizadas por nuestro grupo de trabajo y empleando dos
metodologias distintas (microarreglos y secuenciacion de RNA) descritas a
continuacion, se identificaron miRNAs expresados en monocitos circulantes de
mujeres mexicanas posmenopausicas con osteoporosis, asi como sus posibles

genes blanco que tenian relacion con el metabolismo 6seo.

Por medio del analisis de 12 muestras de RNA (6 mujeres sanas y 6 mujeres con
osteoporosis) sujetas a un ensayo en microarreglos y una etapa de validacién
realizada con una gPCR, se determind una mayor expresion del miR-1270 en la
condicion de osteoporosis (Jiménez-Ortega, 2017). Mediante un andlisis
bioinformatico se reconocieron genes blanco asociados al metabolismo 0seo; entre
los que destaco IRF8, el cual fue posteriormente validado por RT-gPCR. Este gen
se encuentra expresado en células inmunes incluyendo monocitos (Yafiez et al;
2016) y juega un papel importante en la regulacion negativa de la diferenciacion de

osteoclastos (Kimura et al; 2015).

Mediante la tecnologia de secuenciacion de RNA y su posterior validacion en RT-
gPCR se analizaron los RNA pequefios presentes en monocitos circulantes
obtenidos de 14 muestras (7 mujeres sanas y 7 mujeres con osteoporosis), se
observo una alta expresion del miR-708-5p (De La Cruz Montoya; 2018). Después
de un analisis bioinformético se identificaron sus posibles genes blanco
relacionados al metabolismo éseo los cuales fueron validados por una RT-qPCR.
Finalmente se observé que AKT1, AKT2, PARP1, FKBP5 y MP2K3 se encontraban
con una baja expresion cuando el miR-708-5p se hallaba sobreexpresado en las
mujeres osteoporoticas. Estos cinco genes se encontraron fuertemente asociados
al metabolismo 60seo, por lo que se consideran potenciales marcadores en la

osteoporosis.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La osteoporosis es una enfermedad con un alto impacto socio-econdémico. Hasta la
fecha, el unico método de diagndstico aceptado y considerado como el “estandar
de oro” para medir la DMO ha sido la absorciometria dual de rayos X. Sin embargo,
existe una gran superposicion en las mediciones de la DMO en pacientes con y sin
osteoporosis. En este sentido el uso de moléculas derivadas del proceso de
remodelado éseo como marcadores séricos seria de gran ayuda en el diagndstico
de la osteoporosis. No obstante, los marcadores especificos en pacientes
osteoporéticos no estan bien establecidos y sélo existen unos pocos biomarcadores

concernientes a la evaluacion de la formacion y resorcion osea.

Debido a que los miRNAs tienen un papel clave en diversos procesos bioldgicos,
tanto fisiolégicos como patologicos, incluyendo su asociacion en alteraciones del
metabolismo 6seo, resulta muy atractivo desde un punto de vista diagnostico el uso
de miRNAs circulantes en fluidos bioldgicos, tal como el suero. En consecuencia,
los miRNAs surgen como posibles candidatos en el diagndstico de la osteoporosis,

y posiblemente mucho mas temprano que los biomarcadores basados en proteinas.
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JUSTIFICACION

En México la osteoporosis se considera un problema de salud publica debido al
impacto negativo sobe la calidad de vida de los individuos, provocando
dependencia, morbilidad y un mayor indice de mortalidad; ademéas de la
intensificacion en los costos por atencion medica. Actualmente el método de
diagnostico de la osteoporosis esta dado por la medicion de la DMO a través de la
técnica de DXA, considerada el estandar de oro, sin embargo, esta presenta varias
limitaciones como su poca accesibilidad debido al uso de equipo y personal

especializados, y su baja precicon al estimar el riesgo de fracturas.

Ademas de la DXA, varios marcadores bioguimicos resultantes del recambio oseo
y de la actividad enzimatica de osteoblastos y osteoclastos han sido considerados
herramientas de interés en el diagnostico y monitoreo de la enfermedad, no
obstante, estos marcadores bioquimicos no estan bien establecidos y carecen de
métodos estandarizados en su medicién por lo que no son utilizados en la practica
clinica regular. Debido a lo anterior se ha considerado el uso de nuevas moléculas
conocidas como biomarcadores entre las que se encuentran los miRNAS. Los
miRNAs son moléculas de RNA cortas, de cadena sencilla, no codificantes que
participan en la regulacién génica a nivel postranscripcional y por lo tanto tienen un

papel importante en procesos biolégicos normales y patoldgicos.

En afos recientes miRNAs extracelulares también llamados circulantes, localizados
en la corriente sanguinea y diversos fluidos corporales han sido de especial interés
por estar involucrados en el desarrollo de enfermedades como la osteoporosis. La
identificacion de miRNAs que regulan genes clave del metabolismo 6seo, puede
proporcionar biomarcadores Utiles para la reduccion de la masa 6seay, por lo tanto,
un mayor riesgo de fractura. Para abordar este problema, se investigaron las
diferencias en la abundancia de miRNAs en suero de mujeres mexicanas
posmenopausicas con: osteoporosis / osteopenia / fracturas asociadas a

osteoporosis.
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OBJETIVO GENERAL
Identificar los cambios en los patrones de expresion de los miRNAs circulantes en
muestras de suero de mujeres posmenopausicas y evaluar su posible utilidad como

biomarcadores para el diagndstico de la osteoporosis.

Objetivos particulares
* Identificar los miRNAs diferencialmente expresados en muestras de suero
de mujeres posmenopausicas con 0steoporosis con respecto a un grupo de

mujeres posmenopausicas sanas.

» Determinar un panel de miRNAs circulantes que puedan ser utilizados como
biomarcador y herramienta de apoyo para el diagnéstico y prondstico de la

osteoporosis.
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METODOLOGIA

Poblacion de estudio. Fase de descubrimiento

Las mujeres posmenopausicas incluidas en el estudio fueron de origen mestizo-
mexicano y fueron seleccionadas del estudio de “Cohorte de Trabajadores IMSS
Morelos” (CTIM) el cual es un estudio longitudinal iniciado en octubre de 1998, en
Cuernavaca, México, que ha sido utilizado exitosamente para evaluar la relacién
entre factores de estilos de vida y el desarrollo de enfermedades crénicas de

relevancia epidemioldgica (Denova-Gutiérrez et al., 2016).

A partir de 1026 individuos de la cohorte, los criterios de inclusion fueron los
siguientes: se identificaron a los individuos que fueran mujeres, mayores de 50 afios
y en periodo de posmenopausia. La posmenopausia se definié como la presentacion
de la dltima menstruacion al menos un afio antes de ingresar al estudio, resultando

en una poblacion de n=400 mujeres posmenopausicas.

La medicion de la DMO expresada en g/cm? se realizé mediante absorciometria de
doble energia con un equipo Lunar DPX NT (Lunar Radiation Corp., Madison WI,
E.E.U.U.), en columna lumbar con incidencia frontal (L2-L4) y en cadera (cuello

trocanter, triangulo de Ward y total).

A continuacion, se usaron los siguientes criterios de exclusién: se excluyeron a
aguellos individuos que estuvieran bajo tratamientos anti-osteoporaticos,
tratamiento con corticosteroides, que padecieran enfermedades cronicas severas
(cancer, diabetes, afecciones cardiacas, etc.) distintas a la osteoporosis, asi como
aguellos que fumaran, consumieran alcohol o drogas conocidas por intervenir en el

metabolismo 6seo.

La poblacion de mujeres posmenopausicas se distribuyé en dos fenotipos de
acuerdo a la medicion de la DMO en cadera y los criterios de clasificacién de la
OMS. Las mujeres que tuvieron una T-score de cadera (DMO de cadera) < -2.5, se
denominaron como osteoporoticas (debajo del 20% de la poblacion correspondiente
con edad, sexo y etnia); y aquellas que tuvieron una T-score de cadera > -1.0, se

denominaron como normales.
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De los extremos de ambos fenotipos de la muestra se seleccionaron 20 mujeres con
alta DMO para conformar el grupo denominado como “Normal” (control) y 20
mujeres con baja DMO que formaron el grupo denominado “Osteoporosis” (caso).
A manera de un criterio de inclusion en esta etapa de seleccién, ambos grupos
fueron ajustados considerando sus valores de Edad e indice de Masa Corporal
(IMC), lo anterior con el fin de homogenizar las caracteristicas de los individuos que

integran los grupos de estudio.

Evaluaciones antropométricas y bioquimicas en sujetos de estudio

La coleccion de datos fue obtenida de analisis clinicos y de un cuestionario auto
aplicado, disefiados para recabar factores de riesgo de enfermedades croénicas.
Estos datos incluyeron: estilo de vida, historial médico, mediciones antropométricas
y evaluaciones clinicas. Para el presente estudio se consideraron el peso corporal,
la altura, edad, glucosa en sangre, consumo de alcohol y tabaco, edad de la
menarca, asi como actividad fisica, uso de tratamientos hormonales
postmenopausicos, y suplementos alimenticios que intervinieran en el metabolismo
0seo. El IMC fue calculado a partir del peso del individuo (Kg) dividido por su altura
(m?). Las caracteristicas clinicas detalladas de la poblacién fueron previamente

roportadas por Denova-Gutierrez et al., 2016.

Por otro lado la presencia de patologias distintas a la osteoporosis, como
insuficiencia renal cronica evaluada por niveles de creatinina en suero (>1.9 mg/dl),
diabetes mellitus, enfermedad crénica del higado o alcoholismo, tratamientos con
cortiosteroides, artritis reumatoide o colagenopatias, igualmente sindromes en otros
organos endocrinos que pudieran afectar la masa 6sea, como hipertiroidismo,
tratamientos con bifosfonatos, terapias de remplazo hormonal y condiciones con un
origen distinto al genético que modificaran la DMO fueron descartados de la

poblacion de estudio.

Extraccion de RNA en suero

Previo a la obtencion de la muestra de sangre, los donantes firmaron una carta de
consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica del Instituto Mexicano
del Seguro Social y el Instituto Nacional de Medicina Genomica, basados en los
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principios establecidos en la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial.

La muestra de suero se obtuvo a partir de 4 ml de sangre periférica realizada en
condiciones de ayuno. La obtencion de suero se hizo mediante la centrifugacion de
las muestras a 3000 rpm durante 10 minutos, inmediatamente las alicuotas de suero

fueron mantenidas a -80°C para su posterior procesamiento.

Mediante el uso del kit miRNeasy Serum/Plasma (cat. 217184, QIAGEN, Hilden,
Germany) se efectud la extraccion de RNA total (principalmente miRNAS y otros
RNAs pequefios), Este kit emplea columnas con membrana de silica donde las
moléculas de RNA se unen por afinidad electrénica, permitiendo eliminar los
contaminantes con lavados, esto con el fin de disminuir la posible contaminacion
con sales o fenol; y obtener una alta pureza para el analisis. Para la obtencién de
los miRNAs se utilizaron 200 pl de suero de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Tanto la concentracion como la pureza de las muestras de RNA
obtenidas fueron cuantificadas usando el Espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, E.E.U.U). Todas las muestras se

mantuvieron a -80°C, antes de la RT-qPCR, para evitar su degradacion.

Control de calidad de muestras de suero y RNA

Debido a que la contaminacién celular y la hemolisis de eritrocitos ocurre muy
frecuentemente durante la toma de muestra y su procesamiento, llegando a ser las
causas principales en la variaciéon de los niveles de biomarcadores basados en
mMiRNAs encontrados en suero y plasma; y no a diferencias biologicas (Kirschner,
etal., 2013; Blondal, et al., 2013), se evaluo la calidad de las muestras con respecto
a la hemolisis midiendo la absorbancia de la hemoglobina a A 414 nm en el equipo
Nanodrop ND-1000.

Ademads, se llevo a cabo un analisis de sensibilidad para miRNAs y otros RNAs
pequeiios en las muestras por medio del chip Small RNA Analysis en el bio

analizador Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc, CA, E.E.U.U).
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Procesamiento de muestras de miRNAs

Con el fin de disminuir la variabilidad entre individuos e incrementar nuestro poder
estadistico, asi como reducir el sesgo que introduce cada miembro de una poblacién
se decidio trabajar usando mas de una muestra de RNA de cada grupo por analisis

de expresion (“pools”).

El uso de pools es frecuente en ensayos de expresion diferencial de miRNAs,
especialmente si el interés principal es evaluar los niveles de expresién promedio
en una poblacién y no la variacién de esa expresion dentro de los individuos de la

poblacién, ademas de que es una forma de maximizar la precision de los resultados.

Se hicieron cuatro pools para cada grupo, los cuales estaban integrados por cinco
muestras. La concentracion de cada muestra por individuo fue de 30 ng/ul, como
resultado cada pool estuvo constituido por 150 ng/ul de RNA., finalmente se tomaron

30 ng para llevar a cabo el paso a cDNA.

Analisis de miRNAs en suero. Fase de descubrimiento

Para iniciar la deteccion de miRNAs en plasma se realizo la reaccion de retro
transcripcion para el paso a cDNA (RT-PCR), la cual se llevé a cabo con los
oligonucledtidos de Megaplex RT Primers Human Pool A v2.1 y Pool B v3.0 y el Kit
TagMan miRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA,
E.E.U.U.). Para la mezcla de la reaccién se utilizaron los siguientes parametros: 40
ciclos a 16°C por 2 minutos, 42°C por 1 minuto y 50°C por 1 segundo. Después se
mantuvo a 85°C por 5 minutos para generar la libreria de cDNA.

Posteriormente se llevd a cabo una reaccion de pre-amplificacion global (PCR
multiplex), con el fin de generar copias suficientes de blancos especificos de cDNA

para un adecuado andlisis de expresion.

La estrategia mas comun en una reaccion de pre amplificacion esta basada en el
uso de pools de oligonucleotidos especificos (PCR multiplex). La PCR de pre-
amplificacion consiste en un namero limitado de ciclos con el fin de evitar la
competencia de reactivos entre reacciones paralelas. Con el propésito de reducir la
formacibn de productos de PCR no especificos, la concentracion de
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oligonucledtidos es de 10 a 20 veces menor que una reaccion de PCR standard, sin
embargo, las bajas concentraciones en los oligonucleotidos son compensadas con

amplios periodos de alineamiento (Andersson, et al., 2015).

Para la reaccion de pre-amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos de Megaplex
PreAmp Primers y la mezcla de TagMan PreAmp Master Mix (Applied Biosystems
Foster City, CA, E.E.U.U.), siguiendo las instrucciones del proveedor. El perfil
térmico fue el siguiente: 95°C por 10 minutos, 55°C por 2 minutos y 72° por 2
minutos, a continuacioén, se mantuvo por 12 ciclos a, 95°C por 15 segundos y 60°C
por 4 minutos, finalmente se dejé a 99.9°C por 10 minutos y cada reaccién se diluy6
en 75 pl de agua libre de RNasas.

El andlisis cuantitativo del perfil global de miRNAs en suero se realiz6 en el equipo
de PCR en Tiempo-Real QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System de Applied
Biosystems usando un sistema de placas Tag Man Array Human MicroRNA A + B
Card Set v3.0 (Applied Biosystems Foster City, CA, E.E.U.U.), disefiado para
identificar 754 miRNAs descritos en humano y biolégicamente mas relevantes de

acuerdo a la base de datos miRBase v21.

La reaccién de PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 con el TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems Foster City, CA, E.E.U.U.), para amplificar el cDNA
previamente pre amplificado, usando secuencias especificas de oligonucleétidos en
el sistema de TagMan Human Array Card Ay Card B v3.0, siguiendo el perfil térmico
dado por el proveedor: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguida de 40
ciclos a 95°C por 15 segundos y a 60° C por 60 segundos. Una vez finalizadas las
reacciones, se seleccionaron los valores para el andlisis de expresion diferencial
con un umbral a 0.02 y se consideraron unicamente valores de Ct (ciclo umbral,
namero de ciclo en el que la reaccion de la muestra supera el umbral de
fluorescencia) por debajo de 40. La cuantificacion relativa de miRNAs fue realizada
mediante el software Expression Suite 1.3 (Applied Biosystems Foster City, CA,
E.E.U.U.). Para normalizar la expresion de los miRNAs se utilizaron los niveles del
RNUG6 (Small nuclear RNUG6), el cual es uno de los RNA"s pequefios cominmente

reportados como control, debido a su expresion constitutiva en células eucariontes
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de mamiferos. Aquellos miRNAs que presentaron veces de cambio (Log 2 Fold-
Change) mayores a 2 y un valor de significancia (Valor-p) menor a 0.05 fueron
considerados con una expresion diferencial para el grupo de mujeres con

Osteoporosis.

Fase de validacion
En la etapa de validacion se continu6 trabajando con los dos grupos de estudio:

Normal y Osteoporosis.

Los individuos integrantes de la poblacion de estudio, incluidos en la fase de
validacién se derivaron de tres cohortes, 1) la cohorte de Trabajadores IMSS
Morelos, que integra algunas de las muestras consideradas en la fase de
descubrimiento; 2) La cohorte del Hospital Central Sur de Alta Especialidad PEMEX;
y 3) La cohorte del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR).

La cohorte del INR contempl6 21 mujeres con fracturas debidas a osteoporosis, (17
de ellas con fractura en el cuello femoral, 3 en mufieca y 1 en espina lumbar),
integrando el grupo denominado de “Fractura”, con el cual se buscO analizar
individuos en un grado avanzado de osteoporosis. El tiempo transcurrido entre la
fractura y la toma de muestra para todas las mujeres fue de 1 dia hasta 1 mes.
Ninguna de las muestras fue obtenida después de 31 dias de la fractura. Lo anterior
con el fin de evitar alteraciones en los perfiles de los miRNAs debido a la reparacion
de las fracturas. Unicamente para este grupo no se obtuvieron datos recientes de la
DMO. Tanto el grupo Normal como el grupo de Osteoporosis estuvieron
conformados por individuos de la cohorte CTIM y del Hospital de PEMEX. En
sintesis, para la etapa de validacion se reclutaron 22 mujeres para el grupo Normal,
44 mujeres en el grupo de Osteoporosis y 21 mujeres con fractura. Todas las

mujeres del estudio firmaron el consentimiento informado previo al estudio.

Analisis de expresion de miRNAs — Fase de Validacion

Una vez que se seleccionaron los miRNAs diferencialmente expresados por medio
del nivel de cambio y valores de significancia (valor de p) obtenidos en la etapa de
descubrimiento, se continu6 con el ensayo de RT-gPCR en las muestras

independientes.
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La reaccion de reverso-transcripcion para convertir los miRNAs a cDNA, se hizo a
partir de 5 ul por muestra utilizando el Kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems Foster City, CA, E.E.U.U.) y pools de oligonucleétidos para
hsa-miR-23b, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-885-5p y el RNU6 como control de
expresion interno (RT-PCR multiplex). A continuacion, se llevo a cabo una reaccién
de pre-amplificacion con el objetivo de aumentar el nimero de copias para la

cuantificacion de los productos de cDNA obtenidos.

Lareaccion de gPCR se llevé a cabo con el TagMan Universal Master Mix Il (Applied
Biosystems Foster City, CA, E.E.U.U.) y sondas TagMan: miR-23b-3p (Assay ID.
000400), miR-140-3p (Assay ID. 002234) y el miR-885-5p (Assay ID 002296); de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Todas las reacciones incluyeron
controles sin templado y se trabajaron por triplicado. Los niveles de expresion fueron
normalizados con respecto a la expresion de RNU6 (Assay ID. 001973). Los valores
de la cuantificacion relativa de los miRNAs de cada muestra se calcularon por medio
del método 2-24Ct donde AACT = [CT mirna = CT us] — [ACt ail samples mean]. LOS valores

de expresion son expresados como Log2 Fold Change.

Analisis de curvas ROC

Con el fin de evaluar el potencial diagnéstico de los miRNAs se realizaron analisis
de curvas ROC, las cuales miden la discriminacion diagndéstica por medio de la
sensibilidad y la especificidad de una prueba en relacién a un criterio de referencia,
gque se considera verdadero. La sensibilidad nos indica la capacidad de detectar a
un sujeto enfermo, mientras que la especificidad indica la capacidad que tiene la
prueba de identificar como sanos a los que realmente no estan enfermos. Los
valores de sensibilidad y especificidad conforman un area bajo la curva la cual nos
indica la probabilidad de reconocer la condicién de interés. Las curvas ROC y su
correspondiente area bajo la curva (AUC) estimada fueron hechas de manera
individual para cada miRNA con un intervalo de confianza del 95% para los valores
del AUC.
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Analisis Estadistico

El analisis estadistico, asi como las gréficas se realizaron con el programa
GraphPad Prism 6.01v. Los datos provenientes de la comparacion de expresion son
expresados en Log2 Fold Change para su normalizacion y fueron analizados
mediante pruebas no paramétricas de Mann-Whitney de dos colas. Se considerd
estadisticamente significativo a aquellos que presentaran valores de p < 0.05. Los
datos descriptivos de los grupos de estudio son expresados como Media +
Desviacion estandar (DE). Se llevé a cabo un andlisis de correlacion para ver la
relacion que existe entre las variables de edad y DMO, con la expresion relativa
(Log2 FC), mediante una prueba de correlacion de Spearman. El valor de
correlacion (pendiente) para la hipotesis nula fue de R=0, mientras que su valor de

significancia fue de 0.05 (valor-p<0.005).

Prediccion de genes blanco y Red de interaccion

Con el objetivo de evaluar los posibles blancos de los miRNAs validados por RT-
gPCR se realizé un andlisis bioinformético. La basqueda de sus genes blanco se
hizo en las siguientes bases de datos: miRWalk v3.0 (http://mirwalk.umm.uni-
heidelberg.de), PicTar (https://pictar.mdc-berlin.de), miRDB (http://mirdb.org.), PITA

(https://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_prediction.html), DIANA
(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php), Rna22
(https://cm.jefferson.edu/rna22/Interactive), miRBridge y TargetScan

(http://www.targetscan.org/vert_72), tomando como criterio de corte que estuvieran
presentes en al menos 3 bases de datos. Estos programas de prediccion de genes
putativos se conducen mediante diferentes algoritmos que toman en cuenta
caracteristicas en comun al ocurrir la interaccion miRNA/mRNA como lo son el
apareamiento de la region semilla, regiones conservadas, energia libre y

accesibilidad al sitio de unién (Peterson, et al., 2014).

Posteriormente para tener una aproximaciéon del papel de estos microRNAs en un
contexto bioldgico, principalmente enfocado en el metabolismo 6seo; los genes
blancos identificados para estos miRNAs fueron utilizados en un analisis de vias de

sefnalizacion a través de las bases de datos DAVID
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(https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp), KOBAS v2.0
(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/anno_iden.php) (Wu et al., 2006; Xie et al., 2011) y
KEGG pathway (https://www.genome.jp/kegg/). Las vias resultantes fueron
seleccionadas tomando en cuenta los valores de FDR y su asociacién con el

metabolismo 6seo.

Para el enriquecimiento en la seleccion de los genes candidatos se hizo una
busqueda en PubMed de los genes y los miRNAs reportados con relacion al

metabolismo éseo.

Posteriormente se extrajeron los genes que participan en las vias de sefalizacion
seleccionadas para construir una red de interaccion entre 11 potenciales genes 'y 2
mMiRNAs. Finalmente se elabor6 una red de asociacion entre genes y miRNAs con
ayuda de la base de datos STRING (https://string-db.org) y el software Cytoscape
v3.5.1 (Shannon, et al., 2003), para representar la posible participacién y

funcionalidad entre estos.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas detalladas de las mujeres posmenopausicas en las muestras de
descubrimiento y validacion se muestran en la Tabla 7. No se observaron
diferencias significativas en la edad y el IMC entre los casos y los controles, en la
muestra de descubrimiento, siendo el IMC de 23.73 kg/m? para el grupo normal y
de 23.85 kg/m? para el grupo de osteoporosis. En lo que respecta a la edad media
del grupo de osteoporosis fue 73.35 = 4.46 afios y 71.1 + 3.72 afos para el grupo
normal; sin embargo, la DMO de cadera fue significativamente diferente entre los
grupos (p = 1.450 x 10°1%).

En las muestras de validacion, se observaron diferencias en la edad para el grupo
de osteoporosis (67.3 afios; p=0.0067) y fractura (82.8 afios; p=4.08 x 107), siendo
la edad mayor en estos grupos en comparacion con el grupo normal (61 afos).
Ademas, se encontrd una diferencia estadisticamente significativa para el grupo de

fractura (24.3 kg/m?; p=0.030) en el IMC respecto a los controles (27.6 kg/m?).

En ambas etapas experimentales se mostraron diferencias significativas en la
variable de glucosa, no obstante, el promedio en ambos grupos era muy semejante
y las concentraciones consideradas como hiperglicemicas son caracteristicas en
individuos con edades avanzadas (Lee & Halter, 2017). Cabe mencionar que estos

niveles no afectan a nuestro grupo de interés.
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Tabla 8. Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Etapa experimental Edad (afios) IMC (Kg/m?) Glucosa (mg/dl) DMO Cadera (g/cm?)
Descubrimiento

N(?I”EZ'O) 7114372  2373+107  115+30.69 0.915 + 0.05

Osteoporosis ~ 73.35+4.46 2385278  96.05: 10.15 0.644 £ 0.03
(n = 20) p=0.114 p =0.323 p = 0.0156 p = 1.450E-11

Validacion

’\('r?ring"z) 61+6.89  27.60+4.83  107.80+ 3185 0.951 +0.09
Osteoporosis  §7.31+898 2648+519  101.35+ 26.80 0.709 + 0.10
(n = 44) p=00067  p=05039 p = 0.0809 p = 2.34E-08
Fractura 82.85+8.54 24.32 £ 3.87 _ _
(n=21) p=4.084E-7  p=0.0308

Los datos son expresados como Media + DE. Los valores de DE y de p son en relacién al grupo
Normal particular al grupo de descubrimiento o de validacién.

Andlisis de microRNAs — Etapa de descubrimiento
El analisis considerd unicamente a los miRNAs que presentaran un valor C: < 40.
No hubo microRNAs que no fueran detectados en alguna de las muestras en ambos

grupos.

No se encontraron diferencias en los Ct para los miRNAs evaluados como controles
de calidad (miR-15b, miR-16, miR-24 y miR-122), asegurandose asi la
homogeneidad de las muestras y que las diferencias en los niveles de microRNAs
no eran debidos a la técnica de extraccion. Para evaluar el porcentaje de hemaolisis
de las muestras se midié la absorbancia a 414 nm para cuantificar la cantidad de
hemoglobina en suero. Si la lectura excedia un valor de 0.2 se consideraba
hemolizada de acuerdo con reportes anteriores (Kirschner et al., 2013). Todas las
muestras presentaron lecturas de absorbancia entre 0.14 y 0.18, indicando que no

habia presencia de hemdlisis.

El andlisis de los ensayos de RT-gPCR para evaluar la expresion diferencial de
MiRNASs en las muestras de suero mostré que de los 754 miRNAs estudiados, 270
(35.8%) fueron detectados en todas las muestras, tanto casos como controles. Los
270 miRNAs detectados dentro de ambos pools fueron similares a los reportados
previamente en muestras de suero y de hueso trabecular de personas con fracturas

osteoporoéticas (Garmilla-Ezquerra et al., 2015; Kocijan et al., 2016).
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El analisis de los niveles de expresion de miRNAs donde se comparan las muestras
del grupo de osteoporosis respecto al grupo normal permitié la identificacion de siete
miRNAS con una expresion significativamente mas alta (miR-885-5p, miR-17, miR-
1227, miR-139-5p, miR-197, miR-23b-3p y miR-140-3p) en el grupo de
osteoporosis. Como se puede observar en la grafica de volcano (Figura 13), estos
mMiRNAs se encuentran en color rojo, lo que indica que sus valores de cambio
referentes a su expresion (FC) son mayores a 1 (eje horizontal). Esta significancia
biolégica ademas es acompafiada de una significancia estadistica (valor p) menor
a 0.05 (eje vertical). Los miRNAs con alta expresion y sus valores se muestran en
la Tabla 8.

Expresion diferencial miRNAs (p-Value VS Fold-Change)
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Figura 13. Analisis de expresion diferencial de miRNAs.
Gréfica de Volcano plot, donde se muestra la expresion de los miRNAs en los grupos de Normales vs
Osteoporosis. Los miRNAs miR-885-5p, miR-140-3p y miR-23b-3p fueron seleccionados para su validacion
en muestras independientes de acuerdo a los niveles de expresion y significancia estadistica.

Usando un analisis jerarquico de agrupamiento euclidiano se realizé6 un mapa de calor

(Figura 14) donde se observa el comportamiento de los siete miRNAs con expresion
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diferencial entre los pools que componen a los grupos experimentales. El color indica

el valor de cambio, rojo se refiere a un aumento y verde a una disminucion.

Tabla 9. Valores de cambio y significancia de los miRNAs con expresion diferencial.

MicroRNA Log, FC Valor p
hsa-miR-23b-3p 5.342 0.038
hsa-miR-140-3p 4.375 0.045
hsa-miR-885-5p 1.188 0.002
hsa-miR-139-5p 1.182 0.047
hsa-miR-17 111 0.023
hsa-miR-197 1.119 0.048
hsa-miR1227 1.593 0.024

Valores de cambio FC (Log2) y valores p (<0.05), resultantes del andlisis de expresion diferencial.
Los miRNAs seleccionados en la etapa de validacion son resaltados.
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Figura 14. Heatmap (mapa de calor) de la expresion diferencial entre los grupos.
Se muestra en verde los miRNAs sub expresados y en rojo los sobre expresados. La distancia entre
los grupos se hizo mediante un andlisis euclidiano, donde se observan los dos conjuntos con
respecto a sus valores de expresion.

Andlisis de miRNAs — Etapa de validacion

Teniendo en cuenta las diferencias significativas en la expresion identificadas en la
etapa de descubrimiento, los miRNAs miR-23b-3p, miR-140-3p y miR-885-5p fueron
seleccionados para su validacion en funciébn de sus valores de cambio (Fold

Change) y su relacibn con el metabolismo 6seo. Estos microRNAs fueron
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analizados en tres grupos independientes, incluyendo muestras de 21 mujeres con
fracturas osteoporoticas de cuello femoral, 44 mujeres con osteoporosis y 22
mujeres sanas. En la Figura 15 se muestran los niveles de expresion de los tres
MIRNAs en suero en los grupos de fractura de cuello femoral y osteoporosis en

comparacién con el grupo control.

Se encontraron diferencias significativas en el nivel de expresién del miR-140-3p en
los grupos de osteoporosis (p = 3.898 x 108), y fractura (p = 0.0006) con respecto
al grupo control (Figura 15). En particular para el grupo de osteoporosis, el aumento
en el nivel de expresion del miR-140-3p fue similar al presentado en la etapa de
descubrimiento, no obstante, como ya se menciond su significancia estadistica fue
mayor. En lo que se refiere al miR-23b-3p, su ganancia en nivel de expresion fue
significativamente diferente para el grupo de osteoporosis (p = 0.0025) y fractura (p
= 0.0012). No obstante, para el grupo de osteoporosis, el miR-23b-3p disminuy6 su
valor de expresion en comparacion a los obtenidos en la fase de descubrimiento.
Por su parte, el aumento en el nivel del miR-885-5p fue solo ligeramente significativo
para el grupo de osteoporosis (p = 0.0499). Cabe sefialar que el valor de cambio del
miR-885-5p en el grupo de osteoporosis se mantiene similar al obtenido en la fase
de descubrimiento.

miR-140-3p miR-23b-3p

0.0006

15 = 5 - 0.0012
<0.0001

Change)

Log2 (Fold Change)

Log2 (Fold

-15 T T T -10 T T T
Normal Osteoporosis Fractura Normal Osteoporosis Fractura
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Figura 15.Expresién relativa en la fase de validacion para el hsa-miR-140-3p, hsa-miR-23b y hsa-
miR-885-5p en los grupos de Normal, Osteoporosis y Fractura.
La expresion relativa es expresada en Log2 Fold Change. Los tres miRNAs muestran diferencias
significativas en la comparacién del grupo Osteoporosis con respecto al grupo Normal.

Se realizaron analisis de curvas Caracteristicas Operativas del Receptor (ROC)
para el miR-140-3p, el miR-23b-3p y el MmiR-885-5p para evaluar su potencial
discriminatorio entre las mujeres sanas y con osteoporosis (Figuras 16 y 17). Para
el miR-140-3p, las areas bajo la curva se calcularon en el grupo de osteoporosis
(AUC = 0.7987) y fractura (AUC = 0.9174). Para estos grupos se encontraron
valores p inferiores o cercanos a 0.0001. En el caso del miR-23b-3p se obtuvieron
valores menos significativos para osteoporosis (AUC = 0.7262, p = 0.0029) y
fractura (AUC = 07814, p = 0.0016). Sin embargo, para el miR-885-5p, ninguno de
los grupos presento significancia. Nuestros resultados demuestran que los miR-140-
3p y miR-23b-3p son potenciales candidatos como marcadores de la pérdida de
DMO, asi como en la evaluacién del riesgo de fractura (Figuras 16y 17).
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Andlisis de curvas ROC: Normal vs Osteoporosis
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Figura 16. Andlisis de curvas ROC: Normal vs Osteoporosis.
Se muestra el potencial diagnéstico de los miRNAs: miR-140-3p, miR-23b y miR-885-5p, para el
grupo Normal y Osteoporosis.

Analisis de curvas ROC: Normal vs Fractura
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ROC curve: miR-885-5p — Sensitivity%
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Figura 17. Analisis de curvas ROC: Normal vs Fractura.

Se muestra el potencial diagndstico de los miRNAs: miR-140-3p, miR-23b y miR-885-5p, para el
grupo Normal y Fractura.

Tabla 10. Valores de analisis de curvas ROC.

miRNA  Grupos de estudio AUC 95% ClI Sensibilidad (%) Especificidad (%) p-Value

miR-23b-3p Norm VS OP 0.726 0.5840-0.8685 57.657 65.314 0.0029
Norm VS Frac 0.781 0.6303-0.9325 64.739 64.069 0.0015

miR-140-3p Norm VS OP 0917 0.8469-0.9878 64.125 78.251 <0.0001
Norm vs Frac 0.798 0.6513-0.9461 65.646 64.934 0.0008

. Norm VS OP 0.625 0.4810-0.7690 54.230 58.461 0.0998
MiR-885-5p Norm VS Frac 0.612 0.4391-0.7860 55.894 55.627 0.2065

Correlacion de la DMO de cadera y niveles séricos de los miRNAs analizados.

Se evaluod la correlacion entre los niveles séricos de miR-140-3p, miR-23b-3p y miR-885-5p, y
la DMO correspondiente a las mujeres que proporcionaron las muestras de suero analizadas
en la fase de validacion. Se encontr6 una correlacion negativa significativa para el miR-140-3p (r
=-0.2851, p = <0.0001) y el miR-23b-3p (r = -0.3690, p = <0.0001). Esta correlacion negativa
indica que tanto el miR-23b-3p como el miR-140-3p se encuentran elevados en individuos con
osteoporosis, donde la DMO se encuentra reducida, lo cual concuerda con lo observado en el

estudio de casos y controles. Por consiguiente, a una menor DMO corresponde un mayor
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aumento en los niveles de expresién de miR-140-3p y miR-23b-3p. Con respecto al miR-885-

5p, no se encontrd una correlacion significativa (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de correlacion entre la variable DMO y la expresion del miRNA.
Se puede observar que tanto para el hsa-miR-23b y el hsa-miR-140-3p el valor de correlacion (R?) es
significativo, resultando en una correlacién negativa, mientras que para el hsa-miR-885-5p, no hay
correlacion entre las variables, y la significancia es nula.

Prediccion de genes blanco y Analisis in silico

Mediante andlisis bioinforméatico, se encontraron 4195 genes blanco para el miR-
140-3p, al mismo tiempo que para el miR-23b-3p, se predijeron 3507 genes blanco
(Figura 19). Mas adelante estos genes se filtraron en un andlisis de vias de
sefalizacion, centrdndonos en varios genes asociados con vias KEGG relacionadas
al metabolismo 6seo (Tabla 10) de acuerdo con la literatura. Con los genes que

integran las vias de interaccion resultantes, se construyé una red de interaccion
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centrada en once genes cuyo papel ha sido reportado en el metabolismo 6seo
(AKT1, AKT2, AKT3, BMP2, FOXO3, GSK3B, IL6R, PRKACB, RUNX2 y WNT5)
(Figura 20).

Numero de Genes

hsa-miR-23b-3p

hsa-miR-140-3p

I T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

Figura 19. Blsqueda de genes blanco totales en bases de datos para el hsa-miR-140-3p y el hsa-

miR-23b-3p.

Tabla 11. Andlisis de vias KEGG para genes blanco del miR-23b-3p & miR-140-3p, relacionados al
metabolismo 6seo

iR- o Genes
KEGG pathway Pathway ID ;e;'f:i:{‘;zzst :'r’eRs :::;s totales en p-Value ‘:sf_‘:;;_;g
en la via de sefializacion la via
Ras signaling pathway hsa04014 49 228 1.05x10°% 2380 x10"%”
MAPK signaling pathway hsa04010 52 255 1.71%107% 3/60:x10~%
FoxO signaling pathway hsa04068 35 134 2.27°%X10™% 4.18%x10~Y
Jak-STAT signaling pathway hsa04630 38 158 378 X107 6az7:R10"Y
Focal adhesion hsa04510 44 203 4.65x10°% 7.00 x 10
TNF signaling pathway hsa04668 29 110 298 x10™Y 297 %x10"%
Estrogen signaling pathway hsa04915 27 99 4:200%¢10TY 371 %W0™
Regulation of actin cytoskeleton hsa04810 43 215 4.46 x 10”7 3.75x10°%
PI3K-Akt signaling pathway hsa04151 58 342 6.79 x 10" 5,05 x107%
Osteoclast differentiation hsa04380 28 132 1.69 x10°% 7.30 x107%
Wnt signaling pathway hsa04310 27 143 1:33%107%" 4.43%10"%
TGF-beta signaling pathway hsa04350 15 84 0.006 0.012
Mineral absorption hsa04978 10 52 0.015 0.028
NF-kappa B signaling pathway hsa04064 14 93 0.026 0.045

Se muestran las vias de sefializacion que incluyen a los genes blanco del miR-140-3p y el miR-23b-
3p, el valor de FDR (<0.05) muestra la importancia de la via, tomando en cuenta el nimero de genes
que participa.

66



miR-23b

WNTS

Figura 20. Red de interaccion de miRNAs y sus genes blanco.
Se muestran los genes blanco de miR-140-3p y miR-23b, asi como sus interacciones funcionales.
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RUNX2, AKT1, AKT2, AKT3, CASP3, CRK, CRKL,
FAS, FGF19, FGF23, FGF7, FGFR2, FOS, GRB2,
MAP2K4, MAP2K6, MAPK1, MAPK10, MAPK14,
MAPKAPK2, NF1, NLK, NRAS, PDGFB, PPM1A,
PRKACB, PRKCA, PTPN7, RAP1A, RAP1B, RASA1,
RPS6KAS, SOS1, TGFB2, TRAF6

BMP2, SMAD3,
SMAD4, ACVR2B,
BMPR1A, MAPK1,

PPP2R1B, SMURF1,
SP1, TGFB2,THBS1

GSK3B, WNT5B, CAMK2A,
CCND1, CCND3, FOSL1,
FZD4, FZD7, MAPK10,
NFATC2, NLK, PLCB2,
PLCB3, PRKACB
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Diferenciacion de Osteoblastos

Figura 21. Analisis funcional in silico de la regulacién de miR-140-3p y el miR-23b-3p en la
diferenciacion de osteoblastos.
Los genes resaltados en negritas, son genes blanco confirmados experimentalmente para ambos
miRNAs de acuerdo a la literatura, mientras que el resto de los genes, son blancos predecidos
mediante analisis in silico.
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DISCUSION

La funcion que desempeiian los miRNAs en difereentes procesos metabdlicos, asi
como su presencia, monitoreo y estabilidad en diferentes fluidos biolégicos, hacen
gue estas moléculas sean consideradas como importantes candidatos a
biomarcadores en la deteccion oportuna de distintas enfermedades incluida la

osteoporosis.

La deteccion de los miRNAs en suero tiene varias ventajas que contemplan costos,
tiempo, recursos y asequibilidad de la muestra, caracteristicas que son de gran
relevancia com métodos de diagndstico clinico. La deteccion de biomarcadores en
suero permite un andlisis sin necesidad de recurrir a la DXA, lo cual reduce la
exposicion de radiacion en pacientes. Ademas, la relacion costo-eficiencia de las
pruebas basadas en miRNAs en suero es mayor comparada con los métodos

densitométricos.

Por otro lado, se debe contemplar que tanto el manejo de la muestra, la tomay su
procesamiento son mas sencillos. Lo anterior corresponde a que los métodos de
obtencion de la muestra son minimamente invasivos para el paciente, y a que la
metodologia de analisis por PCR es considerada actualmente el estandar de oro
para la cuantificacion de acidos nucleicos debido a su alta especificidad y
sensibilidad.

En el presente estudio, se analizaron los niveles de expresion de 754 miRNAs en
muestras de suero de una cohorte de mujeres posmenopausicas con 0steoporosis,
asi como de mujeres sanas. Estos 754 miRNAs incluyen a algunos de los miRNA
mejor descritos y mas abundantes en humano de acuerdo a la base de datos
miRBase v21. Un subgrupo de 7 miRNAs fue encontrado expresado
diferencialmente en mujeres con osteoporosis. La validacion por RT-qPCR para 3
de estos microRNAs mostro diferencias significativas en solo dos de ellos (miR-23b-
3p y el miR-140-3p) entre los grupos. La alta significancia en los valores del AUC
en las pruebas ROC para el miR-23b-3p y el miR-140-3p revelaron una adecuada

capacidad de discriminacién entre mujeres con 0steoporosis y mujeres sanas.
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Este es el primer estudio que reporta cambios en el perfil de expresién de
microRNAs en suero asociados a osteoporosis en una poblacion de mujeres

posmenopausicas mexicanas.

En este estudio, encontramos que miRNAs circulantes especificos mostraron una
expresion diferencial en muestras de mujeres con osteoporosis. Derivado de
nuestros resultados, se propone que los microRNAs circulantes (miR-23b-3p y miR-
140-3p) son potenciales marcadores que pueden ser utilizados para evaluar la
osteoporosis; sin embargo, la realizacion de mas estudios se debe llevar a cabo

para asegurar esto.

Actualmente diversos grupos de trabajo han sugerido como objeto de estudio la
identificacibn de cambios en los niveles de expresidon de miRNAs especificos
asociados con la baja DMO y/o con fracturas, como lo son: miR-21-5p, miR-125b-
5p, miR-122-5p, MiR-93-5p, miR-23a-3p, MiR-100-5p, MiR-133a, MiR-124-3p vy
miR-422a (Panach et al 2015; Seeliger et al., 2014; Kocijan et al., 2016; Weilner et
al., 2015; Li et al., 2014; Cao et al., 2014; Yavropoulou et al., 2017), todos ellos
vinculados a la diferenciacion de osteoblastos y/o osteoclastos y hallados en
muestras de suero y plasma como mIRNAs circulantes, por lo que son considerados

marcadores potenciales para el diagnostico y pronostico de la enfermedad.

Si bien es cierto que todos los miRNAs reportados previamente fueron incluidos en
nuestro panel de miRNAs analizados, no fue posible reproducir tales resultados en
este trabajo, tal vez debido a las posibles diferencias en el disefio experimental
(métodos de deteccidn, normalizacién y analisis), asi como en las herramientas
bioinforméaticas utilizadas. De la misma forma, se deben considerar las variaciones
en el trasfondo genético de los individuos y en las caracteristicas clinicas de la
poblacién (edad, IMC, enfermedades metabdlicas) que afectan la compatibilidad
con resultados de otros laboratorios (Kocijan et al., 2016, Hackl et al., 2015). Sin
embargo, el disefio experimental empleado en el presente trabajo permitid por
primera vez encontrar altos niveles de diferentes miRNAs en el suero de mujeres
mexicanas con osteoporosis y/o con fractura y se hizo la validacién en una cohorte

independiente confirmando estos resultados.
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Con respecto al andlisis funcional in silico, este revel6 que la mayoria de los genes
blanco de ambos miRNAs se encontraban contenidos en 15 vias de sefalizacion
involucradas en el remodelado Oseo, especialmente en la diferenciacion de

osteoclastos y la diferenciacion de osteoblastos.

De las 15 vias de sefalizacion observadas, destacaron las reguladas por FOXO,
PI3K-Akt, Jak-STAT, TGFB, WNT, asi como la via de diferenciacion de osteoclastos.
Destacando las vias TGFB, WNT vy la de diferenciacién de osteoclastos que tienen
una participacion mas evidente en el metabolismo 6seo (Wu M., et al., 2016;
Florencio-Silva et al., 2015, Capulli M., et al., 2014; Kim et al., 2013; Arboleya, L. &
Castafieda S., 2014). En el caso de las vias PI3K-Akt, Jak-STAT y FOXO, si bien
no son procesos relacionados de manera directa al metabolismo 6seo, son de gran
relevancia, ya que juegan un papel central en el control de la supervivencia,
crecimiento y proliferacion de muchas células. Con respecto al hueso, y
particularmente a los osteoblastos, existe una cantidad creciente de evidencia de
gue muchas moléculas de sefalizacién ejercen alguno de sus efectos especificos
en hueso mediante la activacion selectiva de ciertos efectos comunes en estas vias
(McGonnell et al., 2012; Lee & Kim, 2011; Li, 2013; Tang et al., 2019).

Ejemplo de lo anterior se puede observar en la via FOXO, en la que se ha
evidenciado que factores de transcripcién entre los que se encuentra FOXO3,
juegan un rol importante en el metabolismo 6seo protegiendo a los osteoblastos y
pre-osteoblastos del estrés oxidante y la apoptosis (Tang et al., 2019; GOmez-
Puerto et al., 2016). Otro ejemplo ocurre en la via Jak-STAT, en la cual participan
multiples citocinas como las interleucinas entre las que destaca IL6, la cual ha sido
observada en monocitos de raton y humanos como un inhibidor de la
osteoclastogénesis por medio de la represion de RANKL (Lee & Kim, 2011, Li, 2013;
Del Fattore et al., 2013). De manera semejante, para la via PI3K-Akt, se ha
reportado en modelos de raton knockout para Akt-1 una baja densidad mineral 6sea,
ademas de una disminucion en la expresion de Runx2 y RANKL, resultando en un
descenso de osteoclastogénesis inducido por los osteoblastos y un remodelado

0seo lento (McGonnell et al., 2012). En otro estudio en el que se inhibio la via PI3K-
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Akt, se origind una disminucion en la expresion de Runx2, resultado en la baja
expresion de genes como ALP, Osterix y OCN en osteoblastos, y también una alta
expresion de proteinas apoptéticas (caspasas) indicando la importancia de la via en

la diferenciacion y sobrevivencia de osteoblastos (Xi et al., 2015).

Mediante la revision de literatura se identificaron 11 genes blanco para ambos
miRNAs (AKT1, AKT2, AKT3, BMP2, FOXO3, GSK3B, IL6R, PRKACB, SMAD3,
RUNX2 y WNT5B), los cuales han sido reportados en experimentos in vitro e in vivo
en procesos de diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos (Bae et al., 2017; Li
et al., 2014; Yoo et al., 2016; Zhang et al., 2016).

En la red de interaccion generada con los genes blanco, se observa que el miR-
23b-3p puede regular la expresion de 8 genes (AKT2, BMP2, FOX03, GSK3B, IL6R,
PRKACB, RUNX2 y WNT5B), mientras que miR-140-3p modula 5 genes (AKT1,
AKT3, SMAD3, FOX0O3 y RUNX2), lo cual nos indica que ambos miRNAs comparten
genes blanco, lo cual supondria un efecto mas marcado en la regulacion de la

expresion.

Investigaciones recientes han demostrado que el miR-23b-3p se encuentra
regulado por distintos estimulos, tanto de activacion como de inhibicion. De acuerdo
con lo anterior, se ha reportado que el miR-23b-3p participa en la diferenciacién de
pre-osteoblastos regulando negativamente el control de la expresion de Smad3, un
factor importante para la via WNT (Wang et al., 2016). La sobreexpresion de este
mMiRNA también ha sido descrita en pacientes con fracturas osteoporéticas en una
poblacion caucasica (Panach et al., 2015). En este mismo sentido, en un modelo
murino se observd su participacidon en la inhibicibn osteogénica actuando
directamente sobre Runx2 (Deng et al., 2017). En lo referente a nuestros resultados
obtenidos para el miR-23b-3p, sus altos niveles en el suero de mujeres con
osteoporosis podrian indicar la relevancia que tiene como mediador en la pérdida
de densidad mineral, no obstante, aun es necesario comprender su mecanismo en

la diferenciacion de osteoblastos.

Con respecto al miR-140-3p se ha reportado su papel en la reparacion de fracturas

a través de la regulacion de la respuesta inflamatoria (Waki et al., 2016; Tu et al.,
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2017), asi como su participacion en la condrogénesis y osteogénesis (Tardif et al.,
2009; Nicolas et al., 2011). Al mismo tiempo este miRNA se ha observado elevado
en exosomas originados en osteoblastos mineralizantes de ratén (células MC3T3-
E1) (Cui et al., 2015). Cabe mencionar que, en distintos modelos animales, este
mMiRNA se ha encontrado inhibiendo la expresién de BMP2, una molécula clave en
la formacion de osteoblastos (Nicolas et al., 2011; Xie et al., 2017). Recientemente
se ha sugerido su participacion en la diferenciacién de osteoblastos siendo un factor
regulador critico entre las vias WNT y la TGFB3 (Fushimi et al., 2018). Lo anterior
demuestra que el miR-140-3p juega un papel importante en el desarrollo esquelético
de los vertebrados; sin embargo, son necesarios mas estudios en modelos celulares

humanos que permitan un mejor entendimiento de su funcién.

Como se ha descrito de acuerdo a la literatura ambos miRNAs tienen genes que
estan involucrados en la diferenciacion de osteoblastos, los cuales tabien participan

en vias de sefializacion de importancia para las células 6seas (Fifura 21).

De acuerdo al Human miRNA Tissue Atlas (Ludwig et al., 2016), ambos miRNAs
son expresados en hueso y en otros tejidos, siendo el miR-140-3p mas
predominante en hueso. Este dato resulta interesante, ya que alteraciones en la
expresion del miR-23b-3p y el miR-140-3p podrian derivar en cambios en la
concentracion en suero de pacientes con osteoporosis u osteopenia, indicando asi
un prondstico del desarrollo de la enfermedad por la regulacion de la expresion de
genes relevantes en la diferenciacion de osteoblastos, como se ha propuesto en
otros estudios (Fang et al., 2015; Zhu et al., 2017).

Finalmente, los resultados de este estudio muestran, por primera vez, que el miR-
23b-3p y el miR-140-3p estan asociados con una baja densidad mineral ésea,
sugiriendo en ambos miRNAs un alto potencial discriminatorio entre mujeres con
osteoporosis de mujeres sanas. Sin embargo, son necesarios estudios
complementarios que integren un mayor nimero de muestras, especialmente de
pacientes con osteopenia y pacientes con fracturas causadas por osteoporosis con
el fin de confirmar su uso en el diagnéstico temprano de la osteoporosis y prondstico

de fracturas, tal como lo sugieren nuestros resultados.
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CONCLUSIONES

1. Se identificaron dos mMiRNAs circulantes diferencialmente expresados en
muestras de suero de mujeres mexicanas posmenopausicas con 0steoporosis:
miR-23b-3p y miR-140-3p.

2. Mediante analisis bioinformaticos, se identificaron genes blanco que podrian
tener un papel importante en el metabolismo 6seo, los cuales ponen de
manifiesto la importancia de los dos miRNAs como biomoléculas claves en el
desarrollo de la osteoporosis.

3. Los resultados obtenidos del andlisis bioinformatico en conjunto con reportes de
la literatura, sugieren que los genes AKT1, AKT2, AKT3, BMP2, FOXO3,
GSK3B, IL6R, SMAD3, PRKACB, RUNX2 y WNT5B, podrian tener un papel
importante en procesos de diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos.

4. La identificacién de estos dos miRNAs en muestras de suero de las mujeres
posmenopausicas, sugiere que podrian examinarse en combinacién con otros
mMiRNAs previamente descritos como biomarcadores potenciales para la
osteoporosis, lo que puede tener un impacto benéfico en la forma en la que la
osteoporosis se diagnostica y trata actualmente.

5. Nuestros hallazgos brindan respuestas a preguntas sobre el papel de los
mMiRNAs circulantes en la pérdida de densidad mineral 6ésea y demuestran la
necesidad de comprender mejor los origenes biolégicos y los roles de estos
miRNAs circulantes en el contexto del metabolismo 6seo. Siendo este el primer
estudio que describe al miR23b-3p y al miR-140-3p asociados con una baja
densidad mineral O6sea, en mujeres posmenopausicas Sin embargo son
necesarios estudios adicionales para determinar su posible papel en la

fisiopatologia de la osteoporosis.
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