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Resumen

Objetivos: Identificar microRNAs (miRNAs) diferencialmente expresados en muestras 6seas con fractura
osteopordtica respecto a huesos sanos.

Material y métodos: Se extrajo RNA total a partir de hueso trabecular fresco del cuello femoral de muje-
res sometidas a reemplazo de cadera, ya sea debido a fractura osteopordtica (n=6) o por artrosis en
ausencia de osteoporosis (segin la DMO) (n=6). Las muestras se hibridaron en un array de miRNAs y se
realizaron diagramas de PCA y de mapa de calor. Para la comparacion de los niveles de expresion, se
tij6 como significativo un umbral de cambio de >1,5 veces y un valor p<0,05 en la t de Student (corre-
gido para multiples pruebas).

Resultados: Tanto los analisis de PCA como el mapa de calor mostraron una agrupaciéon de las muestras
segln si eran de fractura o no. Se detectaron 790 miRNAs en las muestras de hueso, 82 de los cuales esta-
ban alterados en las muestras osteoporoticas. Tras la validacion en otro panel de 6 muestras osteoporo-
ticas y 6 no osteoporéticas mediante PCR a tiempo real de los miRNAs mds significativos, y para los que
existia un ensayo disponible, se confirmaron los miRNAs miR-320a y miR-22-3p.

Estos dos miRNAs se detectaron en cultivos de osteoblastos primarios, aunque no mantenian el mismo
patron de expresion que en las muestras de hueso total.

Conclusiones: Hemos demostrado que existen diferencias en la expresion de miRNAs en muestras con
fractura osteopordética, lo que abre nuevas perspectivas para la investigacion y diseno de nuevas terapias.
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Study of miRNAs expression patterns in osteoporotic bone

Summary

Objectives: To identify microRNAs (miRNAs) differentially expressed in bone samples with osteoporotic
fracture compared with healthy bones.

Methods: Total RNA was extracted from fresh trabecular bone of the femoral neck of women undergoing
hip replacement surgery, either because to osteoporotic fracture (n=6) or in the absence of osteoarthritis
osteoporosis (based on BMD) (n=6). The samples were hybridized on an array of miRNAs and PCA dia-
grams and heat map were made. To compare expression levels, >1.5 times and a value p<0.05 Student's
T test (corrected for multiple testing) was set as a threshold of significant change.

Results: Both PCA analysis and the heat map showed a samples grouping whether there was fracture or
not. 790 were detected miRNAs in bone samples, 82 of which were altered in the osteoporotic samples.
After validation in another panel of 6 samples 6 osteoporotic and non-osteoporotic by PCR real time of
the most significant miRNAs, and for which there was a test available, the miRNAs, miR-320a and miR-
22-3p were confirmed. These two miRNAs were detected in cultures of primary osteoblasts, although they
did not maintain the same pattern of expression in total bone samples.

Conclusions: We have shown that there are differences in the expression of miRNAs in samples with osteo-

porotic fracture. This opens prospects for research and design of new therapies.

Key words: microRNA, bone fracture, osteoporosis, osteoblasts, bone.

Introduccién

Los microRNAs (miRNAs) han sido relacionados
con una variedad de procesos, tales como la pro-
liferacién, la diferenciacion y la apoptosis celular.
Una desregulacion de cualquiera de estos proce-
sos podria conducir a procesos patologicos, algu-
nos de ellos tan graves como el cancer'.

Los microRNAs son pequenos RNAs (18-24nt),
no codificantes, que regulan negativamente la
expresion génica mediante la unién a las secuen-
cias 3'-UTRs de mRNAs diana. En el tejido Oseo,
los miRNAs han sido descritos como factores clave
para la regulacion de la formacion, remodelacion,
y la homeostasis del hueso*’. Ademads, varios estu-
dios han demostrado que los miRNAs estan invo-
lucrados en el control de la diferenciacion y de la
funcion de las células 6seas’, y por ello la identi-
ficacion de dichos miRNAs podria ser una herra-
mienta para desarrollar terapias para promover la
formacién 6sea o inhibir la resorcién y asi actuar
sobre las enfermedades Oseas.

En el campo de la osteoporosis hay muy pocos
estudios sobre la implicacion de los miRNAs en su
fisiopatologia. Li et al.> describieron una mutacion
en el pre-miR-2861 que bloqueaba la expresion
del miR-2861, causando osteoporosis primaria en
dos adolescentes emparentados. En otro estudio,
tres polimorfismos en las secuencias diana para el
miR-146a y el miR-146b en el gen FGF2 se asocia-
ron genéticamente con la densidad mineral osea
(DMO) del cuello femoral‘. Se han realizado tam-
bién varios estudios intentando identificar miRNAs
con un patron de expresion alterado asociado a la
fractura osteoporética con el fin de encontrar bio-
marcadores de la patologia™. Cabe destacar que
todos estos estudios detectaron diferentes miRNAs
demostrando una vez mas la complejidad de la
osteoporosis de la fractura.

De todas maneras, el tipo de muestra, las con-
diciones de recogida y el proceso de manipula-
cion, asi como las caracteristicas de la poblacion
de estudio pueden influenciar al resultado final.
De hecho, se ha encontrado una variedad de per-
files de expresion de miRNAs en funcion del tipo
de célula estudiada dentro del linaje osteoblastico
(proliferacion, diferenciacion, mineralizacion), de
si estd sometida a algin tratamiento (hormonas,
citoquinas) o de la especie de procedencia'®!'. De
esta manera, se hace dificil hacer comparaciones
entre estudios, aunque cualquier aportacion en el
campo es un paso mds para entender la fisiopato-
logia de la fractura.

El objetivo de este estudio fue identificar
miRNAs con expresion alterada en el hueso osteo-
pordtico, utilizando una metodologia experimen-
tal lo mas cercana posible a las condiciones fisio-
logicas. Para este propodsito se analizo el hueso
trabecular obtenido de pacientes con una fractura
reciente por osteoporosis en comparacion con
muestras de hueso no osteopordticas. Se realizo
un estudio de hibridacion de microarray a partir
de tejido 6seo total fresco para detectar todos los
miRNAs expresados en estas muestras.

Material y métodos

Obtencion de las muestras 6seas

El hueso trabecular del cuello femoral se obtuvo
de mujeres post-menopdusicas sometidas a reem-
plazo de cadera, ya sea por fractura osteoporotica
(OP) (n=06) o por artrosis (n=6). En las muestras de
artrosis se determiné la ausencia de osteoporosis
mediante la medicion de la DMO y se considera-
ron como el grupo control. Para la validacion de
los resultados del array se obtuvieron 6 muestras
adicionales de hueso trabecular del cuello femoral
con fractura y 6 muestras sin osteoporosis. De
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estas Ultimas muestras también se obtuvieron osteo-
blastos primarios (HOb). Ningin paciente tenia
antecedentes de enfermedad metabdlica o endo-
crina, insuficiencia renal crénica, enfermedad
hepatica cronica, cancer, enfermedad o6sea de
Paget, sindrome de mala absorcion, tratamientos
de terapia de reemplazo hormonal, agentes anti-
rresortivos o anabdlicos o esteroides orales, farma-
cos anti-epilépticos, litio, heparina o warfarina. Se
obtuvieron los consentimientos informados por
escrito de acuerdo con los reglamentos del Comité
Etico de Investigacién Clinica del Parque de Salud
MAR, que aprob¢ el estudio.

Cultivo de osteoblastos primarios

Para el cultivo de osteoblastos procedentes de las
muestras 0seas de la fase de validacion, se obtu-
vieron fragmentos pequenos de hueso trabecular
y se colocaron en placas de cultivo de 140 mm.
Se incubaron con medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eaglle Medium) suplementa-
do con FBS (Fetal Bovine Serum) al 10%, penicili-
na/streptomicina al 1%, fungisona al 0,4% y 100
ug/ml de acido ascorbico. Las placas se tripsiniza-
ron aproximadamente al cabo de tres semanas
justo antes de llegar a la confluencia para la
extraccion de RNA.

Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA de tejido 6seo total, las
muestras frescas de hueso trabecular se cortaron
en pequenos fragmentos, se lavaron tres veces en
solucion tamponada con fosfato (PBS), y se alma-
cenaron a -80°C hasta su uso.

La extraccion de RNA tanto de hueso total
como de los HOb se realiz6 utilizando el kit
miRNeasy Mini (Qiagen) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. En el caso de los osteoblastos
primarios también se utilizo el Rneasy MinElute
Cleanup (Qiagen) para obtener la fraccion enri-
quecida en miRNAs. La concentracion del RNA
purificado se analiz6 en un espectrofotémetro
(Nanodrop, Thermo Fisher Scientific Inc).

Microarray de microRNAs de las muestras de
hueso total y analisis de datos

El microarray y el anilisis de datos se realizaron
en la plataforma de Exiqon, Dinamarca. La cali-
dad del RNA total se verific6 mediante el Agilent
2100 Bioanalyzer y 250 ng de RNA, tanto de las
muestras como el de referencia, se marcaron con
sefales fluorescentes HY3™ y HY5™ respectiva-
mente, utilizando el miRCURY LNA™ microRNA
Hi-Power Labeling Kit, HY3™/HY5™ (Exiqon,
Dinamarca) siguiendo el procedimiento descrito
por el fabricante. El RNA de las muestras, marca-
do con HY3™ y el de la muestra de referencia
marcado con HY5™ se mezclaron por igual y se
hibridaron al array de microRNA miRCURY
LNA™ (Exigon, Dinamarca), que contiene sondas
de captura dirigidas a todos los miRNAs humanos,
de raton o de rata entrados en el miRBase 18.0.
La hibridacion se realiz6 siguiendo el manual de
instrucciones del array utilizando una estacion de

hibridacién Tecan HS4800™ (Tecan, Austria).
Después de la hibridacion, los resultados fueron
escaneados y almacenados en un ambiente libre
de ozono (<2,0 ppb de ozono) con el fin de evi-
tar la extincion de los marcadores fluorescentes.
EL escaneado se hizo utilizando el Sistema
Agilent Microarray Scanner G2565BA (Agilent
Technologies, Inc., EE.UU.) y el analisis de las
imagenes se realizo utilizando el ImaGene® 9
(Analisis de Software microARN miRCURY LNA™,
Exiqon, Dinamarca). Las sefales fueron cuantifi-
cadas (Normexp with offset value 10, ver Ritchie et
al.®) y normalizadas utilizando el algoritmo de
regresion global Lowess (Diagrama de dispersion
suavizado localmente ponderado). Después de la
normalizacion, se realizo el analisis de datos no
supervisado y supervisado. Se realizaron diagra-
mas de analisis de componentes principales
(PCA) y de mapa de calor mostrando el agrupa-
miento jerdrquico no supervisado. Los niveles de
expresion se compararon mediante la t de
Student. El umbral de significacion se establecio
en el logaritmo del cambio (IogC) >1,5 veces y un
valor de p<0,05.

Validacion de los miRNAs expresados diferen-
cialmente entre el grupo OP y el grupo control
La cuantificacion de la expresion de miRNAs en
las muestras de hueso total se realiz6 mediante
PCR a tiempo real (qPCR) en la plataforma Exiqon
(Dinamarca). Se transcribieron 10 ng de RNA a
¢DNA utilizando el kit miRCURY LNA™ Universal
RT microRNA PCR, Polyadenylation and cDNA
synthesis segun las intrucciones de uso. El cDNA
se diluy6 100 veces y se cuantifico la expresion
de cada uno de los miRNAs mediante qPCR utili-
zando un panel personalizado de primers especi-
ficos (custom pick&mix panel, Exiqon) y la mas-
termix ExiLENT SYBR® Green. Los controles nega-
tivos se procesaron en paralelo a las muestras. La
amplificacion se realizé6 en un LightCycler® 480
Real-Time PCR System (Roche) en placas de 384
pocillos. Las curvas de amplificacion fueron ana-
lizadas utilizando el software Roche LC para la
determinacion del valor Cg (por método de la
segunda derivada). Las diferencias en los niveles
de expresion entre los dos grupos se calculd
como 27ddCyq. La eficiencia de amplificacion se
calcul6é usando algoritmos similares al software
LinReg. Solo se incluyeron en el anilisis de datos
los ensayos detectados con 3 Ct por debajo del
control negativo y Ct <37. La normalizacion se
realiz6 en base a la media de los ensayos detec-
tados en todas las muestras, ya que estd demos-
trado que es el mejor método para la normaliza-
cion en estudios de qPCR que involucran nume-
rosos ensayos®. Para el presente estudio, esto
inclufa 11 ensayos. La estabilidad de la media de
11 miRNAs era mas alta que cualquier miRNA por
si solo en el conjunto de datos medidos por el
software NormFinder'.

La formula utilizada para calcular los valores
Cq normalizados (dCq) es:

Normalizado Cq = Media Cg - ensayo Cg (muestra)



Finalmente se realizé el control de calidad de
los datos, el anilisis de datos sin supervision, y la
prueba t de Student y el test de Wilcoxon para la
comparacion entre grupos (una p<0,05 se aceptd
como significante).

Validacion en osteoblastos primarios

Para la obtencion de ¢cDNA, se retrotranscribié 1 pg
de RNA de cada muestra utilizando el kit miScript
II RT (Qiagen).

La expresion de los miRNAs se cuantificd por
qPCR, utilizando el kit MiScript Syber Green PCR
(Qiagen) utilizando la secuencia del miRNA madu-
ro como primer. El ¢cDNA se diluy6 a una razén
de 1/5 y se utiliz6 0,5 pl de muestra por pocillo,
siguiendo el protocolo descrito por el proveedor.
La amplificacion se realizé6 en el sistema
“QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR* en placas
de 384 pocillos, y se analizaron los datos con el
software “expression suite”. La expresion se anali-
z6 mediante cuantificacion relativa RQ utilizando
el método de la segunda derivada (ddCp). Se utili-
26 el snRNA U6 como control endégeno para nor-
malizar las muestras. Cada experimento se hizo
por triplicado. Para comparar las diferencias esta-
disticas entre los grupos con osteoporosis y sin
osteoporosis se utilizo el test estadistico no para-
métrico U de Mann-Whitney, utilizando el progra-
ma SPSS version 12.0 para Windows.

Andlisis bioinformatico de los miRNAs validados
Para el estudio de los genes diana de los miRNAs
expresados diferencialmente se utilizé los siguien-
tes programas: PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de),
TargetScan Human (http://www.targetscan.org),
miRDB (http://mirdb. org), Miranda (http://www.
microrna.org), DIANA-TarBase (http: //diana.imis.
athena-innovation.gr) y miRTarBase (http://mirtar-
base.mbc.nctu.edu.tw). Se utilizé la herramienta
DIANA-mirPath basada en la web computacional
(11) para identificar las vias moleculares potencial-
mente alteradas y la interseccion de los miRNAs
expresados diferencialmente en el hueso fractura-
do. La informacion sobre la funcion proteica se
obtuvo de la base de datos UniProtKB (http://
WWW.Uniprot.org).

Resultados

Descripcion de las pacientes del estudio

Las caracteristicas antropométricas, tanto de las
pacientes cuyas muestras 6seas se utilizaron para
el array de expresion, como de las pacientes para
llevar a cabo las validaciones de los resultados del
array, se muestran en la tabla 1. No habia diferen-
cias en la edad e indice de masa corporal entre los
dos grupos de pacientes (prueba de Mann-
Whitney).

Anilisis no supervisado del array de expresion
Cada muestra de hueso trabecular de cada una de

las pacientes del estudio se analiz6 de forma indi-
vidual en el microarray de miRNAs, y se realizé
un analisis no supervisado de los resultados basa-
do en el perfil de expresion con el fin de identifi-
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car los patrones de variacion relacionados con fac-
tores bioldgicos o técnicos. Se realizé un andlisis
de componentes principales (PCA) incluyendo los
50 miRNAs con mayor variacion de la expresion
entre muestras para obtener una vision general de
la agrupacion de las muestras segiin su varianza
(Figura 1). La agrupaciéon de muestras no osteopo-
roticas (grupo control) mostré un perfil mucho
mas homogéneo que las muestras osteoporéticas.
La muestra O-500, obtenida de una paciente con
osteoporosis, se considerd un valor atipico y se
excluy6 de los analisis. El diagrama de mapa de
calor corrobora los resultados del PCA con una
clara agrupacion de las muestras control y una
agrupacion mas dispersa de las muestras osteopo-
roticas (Figura 2).

Comparacion de la expresion de microRNAs entre
OP vy controles en las muestras de hueso total

La media de los niveles de expresion de los
miRNAs se compard entre los grupos con y sin
osteoporosis, con exclusion de la muestra O-500.
Este analisis identifico un subgrupo de 82 miRNAs
(sobre los 1.932 miRNAs analizados) cuyo valor
absoluto del logaritmo de la ratio era mayor que
1,5 y con un p valor ajustado inferior a 0,05. Siete
de estos miRNAs correspondieron a RNAs peque-
nos nucleolares con motivos C/D (SNORDs), tres
a virus y uno era una secuencia miRPlus™ propie-
dad de Exiqon que no estd anotada en la base de
datos miRBase, y que fueron excluidos de la fase
de validacion.

De los restantes (Tabla 2), se escogieron 15
hsa-miRNAs con los mejores valores de significa-
cion y para los que Exiqon disponia de sondas
para su validacion por qPCR: let-7a-5p, miR-126-
5p, miR-30c¢-1-3p, miR-22-3p, miR-25-3p, miR-26b-
5p, miR-339-5p, miR-423-3p, miR-320a, miR-483-
5p, miR-491-3p, miR-574-5p, miR-631, miR-99a-5p
y miR-99b-5p. El diagrama PCA de los resultados
de la qPCR individuales mostré una agrupacion de
las muestras muy similar a los resultados del array
de expresion, lo que corrobora la diferente fuente
biolégica de los dos grupos de muestras (Figura 3).
Una muestra osteoporotica (0-567) se localizo en
el grupo control y fue excluida del andlisis.
Después del anilisis estadistico, cuatro miRNAs;
miR-320a, miR-99a-5p, miR-339-5p y miR-22-3p
mostraron diferencias significativas entre los gru-
pos con osteoporosis y control (Tabla 3). Sin
embargo, los miRNAs miR-99a-5p y miR-339-5p se
encontraron sobreexpresados en las muestras OP
en los resultados del array de expresion, mientras
que estaban subexpresados en las muestras OP de
la fase de validacion. Estos resultados contradicto-
rios sugieren un papel de estos miRNAs no rela-
cionado con la patologia osteopordtica y fueron
descartados para el estudio in silico.

Comparacion de la expresion de microRNAs entre
OP v controles en los cultivos de HOb

De cada una de las muestras de hueso total se
obtuvieron osteoblastos primarios en los cuales se
analiz6 mediante gqPCR la expresion de los




Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes
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n E.dad mMC gkg/mz) DMO .(g/cmz)
(media + DE) (media + DE) (media + DE)

Muestras del array
Fractura osteoporética (OP) 6 75,2435 24,442 8 Fractura
Control 6 72,5%7 4 26,1£3,2 0,794+0,074
Muestras de validacion
Fractura osteopordética (OP) 6 76,3+7,1 27,926 Fractura
Control 6 73+6,6 27,743 0,882+0,158

DE: desviacion estindar; IMC: indice de masa corporal; DMO: densidad mineral 6sea.

miRNAs que previamente se habian validado en
las muestras de tejido 6seo. Los miRNAs miR-99a-
5p v miR-339-5p no se detectaron en las células
osteoblasticas, mientras que los miRNAs miR-320a
y miR-22-3p si que se expresaban en los HObs,
aunque ninguno de los dos mostr6 diferencias sig-
nificativas entre los dos grupos biol6gicos.

Prediccion de genes diana y andlisis de las vias de
senalizacion de los miRNAs validados

Un andlisis bioinformatico exhaustivo mediante seis
programas diferentes nos permitié predecir posibles
genes diana para los miRNAs validados. El miR-320a
puede regular genes involucrados en la prolifera-
cion celular (KRAS, PDGFD), la inhibicion de la
apoptosis (MCLD), transduccion de senal (MAPK1,
SOS2, PTEN), regulacion de la expresion génica
(RUNX2, PPARGC1A, SP1, CAMTA1, ESRRG), recep-
tores de factores de crecimiento, hormonas y cito-
quinas (NPRI, BMPRIA, AR, IGFIR, ESRI), etc.
Ademas, como dianas validadas se encuentran los
genes CINNB1, TFRC'y POLR3D. Este miRNA parti-
cipa en 44 de las vias de la enciclopedia de genes y
genomas de Kioto (KEGG) segin predicciones del
programa DIANA-mirPath, donde la via del cancer
de prostata es la mas significativa (1,105e-12), segui-
da de la via del cancer endometrial (2,261e-10), la
via de senalizacion de mTOR (7,132e-08), y la via de
senalizacion de PI3K-Akt (3,914e-07).

El miR-22-3p tiene muchos genes diana valida-
dos, algunos de ellos muy importantes en la regu-
lacion del metabolismo 6seo. Entre ellos encontra-
mos el ESR1, el PRKACA (necesario para la dife-
renciacion adipogénica y la inhibicion de la dife-
renciacién osteoblastica), HDAC4, SP1, BMP7 y
CDKG6 (antagonista de la senalizacion BMP2). La
principal via de senalizacion KEGG de este miRNA
es la endocitosis (4,21e-05) aunque también actda
en vias tan importantes como la senalizacion P53
(p=0,003) y MAPK (p=0,003).

El software Diana tools utilizando los genes
validados (segun la base de datos Tarbase) mues-
tra la via de la endocitosis como la via de intersec-
cion de los dos miRNAs, ya que comparten el gen
diana 7FRC (receptor de la transferrina). Por otro

lado, si evaluamos la interseccién teniendo en
cuenta los genes diana predichos segin la base de
datos MicroT_CDS, las vias de sefnalizacion mas
significativas son la del cancer de prostata y la de
mTOR donde los dos miRNAs comparten los
genes diana AK13, PTEN y IGFRI1.

Discusion

El presente estudio se centra en la identificacion
de miRNAs con expresion alterada en el hueso
osteoporotico. Para ello se recogié hueso trabecu-
lar fresco de pacientes con o sin fractura osteopo-
rética, con parametros antropométricos homogé-
neos, tales como la edad, indice de masa corporal,
y género. Se excluyeron del estudio pacientes con
trastornos que afectan la remodelacion 6sea. Las
muestras procedentes de fractura osteoporética
mostraron una clara afectacion en el patréon de
expresion de miRNAs, demostrando que la regula-
cion epigenética esta alterada en el hueso patol6-
gico. Estos resultados pueden ayudar a una mejor
comprension de la biologia del hueso que ha
sufrido una fractura osteoporética. Ademads, nos
permitirian identificar moléculas susceptibles de
ser utilizadas como dianas terapéuticas.

El anilisis no supervisado de los resultados del
array de expresion de miRNAs a partir de muestras
Oseas totales mostré que las muestras no osteopo-
réticas (control) se agrupaban generando un clis-
ter biolégico. Por otro lado, el hueso osteopordti-
co claramente diferia de las muestras control, mos-
trando una distribuciéon mas dispersa, sugiriendo
que la fisiopatologia de la enfermedad osteoporé-
tica y, en ultima instancia, la fractura del hueso,
tienen una etiologia heterogénea. El hecho de tra-
bajar con muestras humanas frescas genera mayor
variabilidad que trabajar con lineas celulares esta-
blecidas o modelos animales, haciendo dificil ver
diferencias significativas entre grupos, pero ofrece
un escenario mads cercano a la situacion fisiopato-
logica. En este sentido, nuestro estudio se ha basa-
do en muestras de huesos humanos obtenidos con
una minima manipulacion de laboratorio, lo que
nos permite acercarnos a una situacion lo mas
similar a las condiciones in vivo.



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2016;8(1):5-14

Figura 1. (A) Grifico del PCA y (B) Diagrama de la matriz del PCA. Se realizé un anilisis de componentes prin-
cipales con los 50 microRNAs con mayor desviacion estindar. La muestra O-500 se eliminé del estudio y no
se tuvo en cuenta para posteriores andlisis
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Figura 2. Diagrama de mapa de calor: El diagrama muestra el resultado de la agrupacion jerirquica de
microRNAs y muestras. Cada fila representa un microRNA y cada columna, una muestra. La escala de color
ilustra el nivel relativo de expresién de los microRNAs: rojo, por debajo del canal de referencia; verde, supe-
rior a la de referencia
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Tabla 2. MicroRNAs significativamente alterados en las muestras de hueso osteopordticas segin resultados del
microarray

Control oP

miRNA logC P val ajus media DE media DE
hsa-let-7a-5p -1,819 6,99¢-03 2,94 0,78 1,12 0,64
hsa-miR-1185-2-3p 1,685 2,37e-02 -1,56 0,15 0,13 1,27
hsa-miR-126-5p -1,540 2,11e-02 2,42 0,55 0,88 0,95
hsa-miR-1275 2,259 4,90e-03 1,64 0,41 0,62 1,16
hsa-miR-1307-5p 1,552 4,81e-02 1,40 0,13 0,15 1,37
hsa-miR-142-3p -1,850 2,77e-02 2,14 1,22 0,29 0,52
hsa-miR-1470 1,690 5,85e-04 -0,58 0,15 1,10 0,60
hsa-miR-1915-3p 1,583 1,04e-03 0,82 0,44 0,76 0,44
hsa-miR-204-3p 1,640 9,09e-03 -1,49 0,44 0,15 0,90
hsa-miR-223-3p -2,777 3,06e-04 2,91 0,67 0,13 0,53
hsa-miR-22-3p 2,269 3,96e-02 -1,73 0,63 0,54 1,81
hsa-miR-25-3p 1,557 1,73e-02 -0,90 0,24 0,65 1,06
hsa-miR-26b-5p -2,001 6,56e-03 3,26 0,62 1,26 0,95
hsa-miR-30c-1-3p 2,151 3,06e-04 -1,65 0,38 0,51 0,57
hsa-miR-3149 -1,871 2,53¢-04 0,59 0,19 -1,29 0,54
hsa-miR-3158-5p 2,513 1,00e-03 -2,00 0,49 0,51 0,91
hsa-miR-3162-3p 1,984 1,64e-03 -1,21 0,22 0,78 0,87
hsa-miR-3178 2,004 7,96e-03 -1,97 0,65 0,04 0,98
hsa-miR-3182 -1,855 3,42e-03 1,73 0,42 -0,12 0,83
hsa-miR-3195 1,795 3,68e-04 -1,50 0,18 0,30 0,57
hsa-miR-3202 2,255 1,42e-02 -1,47 0,24 0,78 1,52
hsa-miR-320a 1,895 2,07e-02 -1,39 0,33 0,51 1,35
hsa-miR-320b 2,085 1,57e-02 -1,61 0,25 0,48 1,42
hsa-miR-320c 1,985 1,98e-02 -1,44 0,34 0,55 1,39
hsa-miR-320d 1,757 2,69e-02 -1,11 0,34 0,65 1,32
hsa-miR-320e 1,687 2,34e-02 -1,21 0,17 0,48 1,26
hsa-miR-32-3p -2,213 9,00e-04 0,65 0,21 -1,56 0,87
hsa-miR-339-5p 1,687 1,86e-02 -1,30 0,29 0,39 1,16
hsa-miR-3591-5p -1,511 1,42e-05 0,65 0,11 -0,86 0,20
hsa-miR-3607-3p 1,853 4,67e-04 0,63 0,31 1,22 0,55
hsa-miR-3607-5p -1,508 3,06e-04 1,25 0,33 -0,26 0,30
hsa-miR-3609 -1,542 1,43e-04 1,36 0,34 0,18 0,19
hsa-miR-361-3p 1,565 2,49e-03 -0,56 0,23 1,00 0,71
hsa-miR-3621 1,806 8,42e-04 -1,96 0,43 0,16 0,54
hsa-miR-3654 -1,939 2,37e-05 0,39 0,12 -1,55 0,37
hsa-miR-423-3p 2,081 2,90e-02 -1,64 0,21 0,44 1,64
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Tabla 2. MicroRNAs significativamente alterados en las muestras de hueso osteopordticas segin resultados del
microarray (cont.)

Control oP

miRNA logC P val ajus media DE media DE
hsa-miR-4258 2,034 8,19¢e-04 -0,56 0,29 1,47 0,74
hsa-miR-4284 -2,957 1,04e-03 2,98 0,81 0,02 0,88
hsa-miR-4306 2,273 2,74e-02 1,42 0,20 0,85 1,78
hsa-miR-4317 2,177 5,45e-04 -0,81 0,18 1,36 0,78
hsa-miR-4449 2,358 1,32¢-03 2,12 0,33 0,24 0,97
hsa-miR-4455 -1,674 1,51e-03 0,47 0,17 -1,21 0,72
hsa-miR-4458 -1,541 6,59¢-04 0,36 0,18 118 0,54
hsa-miR-4463 1,610 4,13e-03 1,26 0,16 0,35 0,83
hsa-miR-4484 2,002 6,17e-03 -2,00 0,52 0,00 1,01
hsa-miR-4497 1,741 1,57e-02 1,77 0,48 0,03 1,08
hsa-miR-4516 1,632 6,14e-03 -0,97 0,36 0,66 0,85
hsa-miR-4532 1,836 1,78e-02 1,81 0,48 0,03 1,19
hsa-miR-4534 2,278 1,00e-03 -1,80 0,38 0,48 0,86
hsa-miR-4540 -1,547 1,01e-02 0,58 0,14 -0,97 0,97
hsa-miR-4640-3p 1,668 3.06e-04 -1,05 0,21 0,62 0,49
hsa-miR-4687-3p 2,421 7,48e-03 -2,05 0,53 0,38 1,33
hsa-miR-4732-3p -1,772 5,61e-03 0,36 0,59 -1,41 0,75
hsa-miR-4741 1,666 4,41e-03 -1,44 0,36 0,23 0,79
hsa-miR-4792 1,624 2,11e-02 -1,59 0,31 0,04 1,15
hsa-miR-483-5p 1,846 8,76e-03 -1,37 0,39 0,47 1,06
hsa-miR-491-3p -2,889 5,68¢-03 0,79 1,43 -2,09 0,45
hsa-miR-519e-5p 1,674 6,33e-03 -1,53 0,23 0,14 0,93
hsa-miR-542-5p 2,211 8,30e-04 -1,84 0,42 0,37 0,75
hsa-miR-5681b -1,513 1,39¢-02 0,33 0,54 1,19 0,82
hsa-miR-5684 -1,710 2,07e-02 0,79 0,18 -0,92 1,24
hsa-miR-5701 -3,127 3,06e-04 0,52 0,76 -2,61 0,63
hsa-miR-574-5p -1,552 1,31e-04 0,52 0,16 -1,03 0,37
hsa-miR-631 1,625 8,98e-04 -1,74 0,19 -0,11 0,61
hsa-miR-642a-3p 2,530 2,30e-03 -2,13 0,40 0,40 1,15
hsa-miR-642b-3p 2,087 1,67e-02 -1,97 0,15 0,11 1,46
hsa-miR-664b-5p -1,702 9,09e-03 0,75 0,25 -0,95 1,03
hsa-miR-675-5p 2,323 1,04e-03 -1,85 0,46 0,48 0,84
hsa-miR-711 1,826 2,10e-03 -1,72 0,38 0,10 0,76
hsa-miR-99a-5p 1,964 8,70e-03 -1,24 0,50 0,73 1,09
hsa-miR-99b-5p 1,706 8,81e-03 -1,06 0,28 0,65 1,01

En negrita se marcan los miRNAs que se escogieron para su validaciéon por qPCR.
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En el andlisis de la expresion diferencial
entre las muestras osteopordticas y control,
se encontraron 82 miRNAs que alcanzaron
niveles de significacion con un valor absolu-
to del logaritmo de la ratio mayor que 1,5
veces. De estos, 15 se testaron por qPCR en

Figura 3. Andlisis de componentes principales (PCA) de
todas las muestras de la fase de validacion (OP: n=6; con-
trol: n=6). Se utilizaron los valores normalizados (dCq)
para el andlisis. Las muestras se agrupan en funcion de su
grupo biolégico; sin embargo, la muestra O-567 parece
ser un caso atipico

un nuevo conjunto de muestras, y los
miRNAs miR-99a-5p, miR-339-5p, miR-320a y
miR-22-3p fueron finalmente validados. Estos
miRNAs se evaluaron en osteoblastos prima-
rios (HOb) en cultivo, comparando células
procedentes de muestras osteopordticas versis
células procedentes de muestras no osteopo-
roticas. Los miRNAs miR-99a-5p y miR-339-5p
no se detectaron en los HOD, sugiriendo otro
tipo celular como la fuente de estos dos
miRNAs. Ademas, estos miRNAs se encontra-
ron sobreexpresados en las muestras osteo-
poréticas del array mientras que estaban
subexpresados en las muestras osteoporoti-
cas de la fase de validacion, descartando una
relacion de estos miRNAs con la osteoporo-
sis. Los miRNAs, miR-320a y miR-22-3p si se
expresaban en los HOb, aunque no se obser-
varon diferencias en sus niveles de expresion
entre grupos de muestras. Esto podria ser
debido a las condiciones artificiales de los
cultivos celulares in vitro que afectarian la
expresion de los microRNAs, sobre todo
aquéllos implicados en la regulacién de fun-
ciones celulares tan importantes como la pro-
liferacion y diferenciacion.

Esto nos demuestra una vez mas que,
aunque el uso de cultivos de células, tanto
de lineas establecidas como cultivos prima-
rios, pueden ayudar a entender ciertos pro-
cesos celulares, los resultados obtenidos
pueden diferir de las condiciones reales que
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se darfan en el tejido original dentro del
ambiente fisiologico.

Ademas, el uso del tejido fresco no mani-
pulado para obtener datos mas proximos a las
condiciones fisiologicas también puede dar resulta-
dos dispares tal y como se demuestra en los estu-
dios realizados por Seeliger et al” y Garmilla-
Ezquerra et al®. Estos estudios también realizaron
un microarray de expresion a partir de tejido 6seo
total comparando muestras osteopordticas versus
no osteopordticas de manera muy similar al nues-
tro, pero con hallazgos diferentes. Cabe destacar
que estos dos estudios anteriores tienen varias
caracteristicas que pueden explicar estas discrepan-
cias. Entre ellas se encuentran los diversos arrays
comerciales utilizados y el tamano muestral.
Ademads, estos estudios comparaban grupos biol6-
gicos con caracteristicas antropométricas o clinicas
no homogéneas, como la edad, género, indice de
masa corporal y trastornos endocrinos (por ejem-
plo: diabetes mellitus), que son esenciales para la
regulacion del metabolismo 6seo. Por lo tanto, los
miRNAs identificados en estos estudios podrian
estar también relacionados con otros parimetros
externos, mientras que, en nuestro estudio, la
ausencia de enfermedades concomitantes, asi como

las caracteristicas similares entre los dos grupos,
nos permite acercarnos de una manera mas fiable a
lo que sucede en la fractura osteopordtica.

Por esto, un esfuerzo importante realizado en
nuestro trabajo es el control extremadamente cui-
dadoso de las potenciales caracteristicas de confu-
sion entre casos y controles en cuanto a edad,
sexo, indice de masa corporal y las enfermedades
metabolicas relacionadas con el envejecimiento.
Estos estrictos criterios de inclusion restringen
mucho nuestro tamano de muestra en compara-
cion con trabajos similares, donde las muestras
son de pacientes con caracteristicas mas heterogé-
neas. Otra limitacion de nuestro estudio es que las
muestras no osteopordticas utilizadas como con-
troles procedian de pacientes con artrosis y, por lo
tanto, no se puede descartar la presencia de otras
anomalias 6seas. Debido a razones éticas obvias
no se permite la recogida de hueso a partir de
individuos sanos. Sin embargo, en un intento de
minimizar este potencial inconveniente, la muestra
se obtuvo de hueso ubicado lo mas distante posi-
ble de la lesion artrosica.
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Tabla 3. MicroRNAs alterados en las muestras con fractura osteopordtica

Valor p
miRNA dcq oP SD OP co‘:lctgol cofllt)ml 2AddCq TR E—.
miR-99a-5p 1,25 0,53 0,08 0,21 2,24 0,01 0,00
miR-339-5p -1,52 0,23 -1,06 0,22 -1,38 0,01 0,01
miR-320a 2,08 0,98 0,67 0,44 2,65 0,03 0,02
miR-22-3p 1,46 0,37 0,94 0,34 1,44 0,04 0,05

El miR-320a se encuentra conservado en huma-
nos, ratén, rata y vaca. La secuencia de este miRNA
estd localizada dentro del promotor basal del gen
POLR3D, que a su vez es uno de sus genes diana,
silenciando asi su expresion'®. Ademads, se ha obser-
vado que el miR-320a estd implicado en la regula-
cion de la funcion osteoblastica, ya que tiene como
genes diana el CTNNBI1 (que codifica para la B-
catenina)'® y el RUNX2".

Por otro lado, el miR-22-3p es un miRNA séri-
co que se ha asociado previamente a la fractura
osteoporética®, asi como ha sido implicado en la
diferenciacion osteogénica'®.

Los resultados de nuestro estudio, junto con
los otros estudios, ofrecen un avance importante
para la comprension de la biologia del hueso y de
la implicacion de los miRNA en la patologia de la
OSteOpOrosis.

Conclusiones

Hemos identificado dos miRNAs que se sobreex-
presan en muestras de hueso trabecular de
pacientes con osteoporosis. La expresion de
ambos miRNAs se ha detectado en osteoblastos
primarios, aunque no se ha observado esta sobre-
expresion en los cultivos procedentes de muestras
osteoporoticas. No se conoce si la alteracion de
estos miRNAs es causa o efecto de la enfermedad
y su relacion con la fractura osteopordtica. No
obstante, estos miRNAs podrian ofrecer un prome-
tedor potencial para el diseno de nuevos firmacos
para la osteoporosis.
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