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Resumen

Los micro-ARNs (miARNSs) son pequefas
moléculas de ARN no codificante (de aproxi-
madamente 15-25 nucledtidos), que regulan
la expresién de genes involucrados en nume-
rosas funciones bioldgicas, a través de la in-
hibicién o degradacion de un ARN mensajero
diana. La homeostasis ésea se mantiene por
el balance entre la formacién osteoblastica y
la resorcién osteoclastica. La sobreexpresion
o inhibicion de miARNs especificos afecta la
proliferacién, diferenciacion y actividad de os-
teoblastos, osteocitos y osteoclastos. Estas
acciones son llevadas a cabo modulando la
expresion de distintos factores transcripcio-
nales y moléculas de sefalizacién de las vias
esenciales para la osteoblastogénesis u os-

teoclastogénesis. Estos efectos modifican el
balance entre la formacién y la resorcién, de-
terminando cambios en la homeostasis 6sea.
Estarevision enumera una serie de miARNs
que participan en la homeostasis 6sea. Pro-
fundizando en el conocimiento de los meca-
nismos por medio de los cuales los miARNs
actuan sobre el hueso, podrian revelarse nue-
vos usos potenciales futuros, entre los que se
encuentran su utilidad como nuevos biomar-
cadores 6seos o como agentes terapéuticos
para el tratamiento de trastornos metabdlicos
Oseos, pérdida de masa 6sea o enfermedades
Oseas.
Palabras clave: microARNs, osteoblastogé-
nesis, osteoclastogénesis, remodelamiento
6seo.
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Abstract
MICRORNAS AND BONE CELLS

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous small
noncoding RNA molecules (of approximately
15-25 nucleotides), which regulate the
expression of genes controlling numerous
biological functions, through the inhibition
or degradation of the target messenger
RNA. Bone homeostasis is maintained
by a balance between osteoblastic bone
formation and osteoclastic bone resorption.
The overexpression or inhibition of specific
miRNAEs affects cell proliferation, differentiation
and activity of osteoblast, osteocytes and
osteoclast. This action is done by modulating

Introduccion

Para el diagnostico de osteopenia/osteo-
porosis se utiliza la medicion de la densidad
mineral 6sea (DMO) mediante absorciome-
tria de rayos X dual (DXA), mientras que para
evaluar el nivel de remodelamiento se utilizan
marcadores bioquimicos 6seos especificos
como el propéptido N-terminal del procolage-
no tipo | (s-P1NP) y el telopéptido C-terminal
de colageno tipo | (s-CTX)."? Con estas he-
rramientas ademas se puede evaluar el riesgo
de fracturas por fragilidad, predecir la progre-
sion de la enfermedad y controlar el éxito del
tratamiento farmacolégico utilizado. Los mar-
cadores s-P1NP y s-CTX son metabolitos del
colageno que reflejan la actividad coordinada
de osteoblastos (OBL) y osteoclastos (OCL),
es decir, formacioén y resorcién 6sea. Tanto la
medicion de DXA como la de los marcadores
bioquimicos presentan limitaciones y, en cier-
tos casos, no se condicen con lo esperado;
por ejemplo, los pacientes con diabetes tipo Il
presentan una DMO normal o aun aumentada;
sin embargo, tienen un alto riesgo de fracturas
por alteracion en la microarquitectura ésea.?

the expression of different transcription
factors and signaling molecules of the most
relevant pathways of osteoblastogenesis
or osteoclastogenesis. This effect is able to
modify the balance between bone formation
and resorption, determining changes in bone
homeostasis.

The present review is an overview of a series
of miRNAs involved in bone homeostasis. Anin
depth knowledge of the mechanisms by which
miRNAs act on bone may reveal potential
uses in the future as new bone biomarkers or
therapeutic agents for treating metabolic bone
disorders, bone loss and bone diseases.

Key words: microRNAs, osteoblastogenesis,
osteoclastogenesis, bone remodeling.

Todo ello sugiere que seria importante la intro-
duccién de nuevos biomarcadores que, solos
0 en combinacion con aquellos existentes,
proporcionen una mejor comprension de la
resistencia 6sea y, en consecuencia, del ries-
go de fractura.

La Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) define como biomarcador a “cualquier
sustancia, sus productos, estructura o proce-
so que puede medirse en el organismo y que
influye o predice la incidencia de resultados
o enfermedades”.! Se ha postulado que los
ARN pequefios, no codificantes, serian ex-
celentes candidatos para ser utilizados como
biomarcadores 6seos.* Entre los ARN peque-
fos, los micro-ARNs (miARNs) cumplen fun-
ciones reguladoras importantes en casi cual-
quier tipo de célula o tejido, incluido tejido
6seo y muscular.®

Los micro-ARNs (miARNSs)

Los ARNs pequefios (sARNSs) son una fa-
milia de ARNSs regulatorios que incluyen a los
miARNs, a los ARN de interferencia cortos
(ARNsi) y a los ARNs que interactian con la
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proteina argonauta de Pyrococcus furiosus
(PIWI) (ARNpi).6 Estos tres tipos de ARNs di-
fieren en su biogénesis.”

Los miARNs son cadenas cortas de ARN
monocatenarias, no codificantes de 21 a 25
nucledétidos (NT), que derivan de secuencias
no codificantes intergénicas (intrones) de ge-
nes que codifican proteina. Estos miARNs
poseen secuencias complementarias que,
durante la transcripcion, se pliegan sobre si
mismos adoptando una estructura en forma
de horquilla.t® La funcién de estos miARN es
regular la expresion génica, uniéndose a un
ARN mensajero (ARNm) especifico por com-
plementariedad de bases, bloqueando la tra-
duccién o degradando al mensajero, tanto en
animales como plantas, algas verdes, gusa-
nos e incluso en virus.””® El mecanismo impli-
cado incluye la unién del miARN, a través de
su extremo proximal 5’ (nucleétidos del 2 al 7
o del 2 al 8) también denominada secuencia
semilla, a la regién 3’ no traducible (3° UTR)
complementaria del ARNm. %1

Como la secuencia complementaria entre
el ARNm y el miARN es de tan solo 7-8 NT,
cada miARN podria, potencialmente, aparear-
se con cientos de ARNm diferentes. Se estima
que un unico miARN puede regular alrededor
de 200 transcriptos diferentes y, a su vez, un
mismo ARNm puede ser regulado por multi-
ples miARNs,® modulando coordinadamente
a un grupo de genes que codifican proteinas.

Los micro-ARNs se encuentran conserva-
dos en especies muy diversas y se los consi-
dera un mecanismo de regulacion epigenética
de procesos celulares complejos como creci-
miento, ciclo celular, proliferacién, diferencia-
cion, apoptosis, metabolismo, homeostasis y
respuesta al estrés."?

Son expresados en forma enddgena en
la mayoria de las células eucariotas, pero su
expresion puede ser caracteristica de ciertos
tejidos o de ciertos estadios del desarrollo ce-
lular, encontrandose una expresion diferencial
de miARNs especificos que puede ser estu-
diada.® Se ha definido como miRNoma al es-

pectro completo de miARNs expresado en un
tipo particular de células.™

La mayoria de los miARNs permanecen
dentro de las células; sin embargo, algunos
pueden salir de la célula y encontrarse dentro
de vesiculas extracelulares (VEC) o de vesicu-
las formadas por lipoproteinas de alta densi-
dad (HDL); otros pueden circular unidos a pro-
teinas especificas como la ribonucleo-proteina
nucleofosmina' o a cuerpos apoptéticos,” per-
mitiendo su deteccion en sangre, suero, plas-
ma, orina u otros biofluidos."'* Se ha postulado
que las alteraciones en los perfiles de miARN
especificos circulantes reflejarian las condi-
ciones fisiologicas y patolégicas del tejido en
cuestion.’ Se ha demostrado que los cambios
en la expresion de los miARNs circulantes re-
flejan estados de enfermedad como céancer,
enfermedades cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos, diabetes, sepsis, asi
como también dafos y lesiones tisulares.®®
Debido a ello, la medicién sérica/plasmatica de
determinados miARNs permitiria sacar conclu-
siones sobre la fisiopatologia del tejido.

Un punto importante es que los miARNSs, a
través de las VEC, pueden mediar la comuni-
cacion intercelular de forma similar a las hor-
monas."'2 Las VEC son pequefas estructuras
de membrana (ectosomas, microparticulas,
microvesiculas derivadas de tumores, exo-
somas y oncosomas) que se producen por
diferentes mecanismos. Las VEC se pueden
liberar al torrente sanguineo de casi todo tipo
célular’, y asi llegar, en forma estable, a las
células receptoras que se encuentren a dis-
tancias cortas o largas de la célula que las li-
berd'. Estas VEC que contienen miARNs son
captadas por endocitosis, fusionandose con
la membrana plasmatica de la célula recep-
tora o a través de interaccién con receptores
de membrana especificos. Una vez en el in-
terior celular pueden modificar el repertorio
de miARNs de la célula receptora, causando
cambios en la expresion de sus genes y, en
consecuencia, su comportamiento celular,"®
disminuyendo o sobreexpresando miARNs
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individuales que alteran significativamente los
fenotipos celulares. Este mecanismo les con-
fiere un gran potencial terapéutico.

Segun la base de datos miRBase version
22'7 existen en los seres humanos, al menos,
326 genes que codifican para miARNSs,'® 1917
precursores y 2654 miARNs maduros conoci-
dos, que regulan cerca de un tercio del trans-
criptoma celular.™

Biogénesis de miARNs

La biogénesis de los miARNs depende
de una serie de pasos enzimaticos.'® Exis-
ten dos vias de generacién: la via clasica o
candnica y la via alternativa o no candnica.

La generacion de los miARNs a través
de la via candnica depende de las protei-
nas Drosha (nuclear) y Dicer (citoplasmati-
ca) en un proceso estrictamente regulado.
El proceso completo de biogénesis clasica
de miARNSs se resume en la Figura 1. En ani-
males, comienza en el nlcleo, donde la ARN
polimerasa |l transcribe el precursor PRI-
miARN a partir de regiones no codificantes
intergénicas.! Esta molécula precursora es
larga, poliadenilada en el extremo 3’, con
caperuza en el extremo 5’; presenta una es-
tructura tipo horquilla de ARN doble cadena
(ARNdc) sin complementariedad perfecta,
con largas colas de ARN de simple cadena
(ARNsc) en cada extremo y un bucle termi-
nal.58' En el siguiente paso, las proteinas
nucleares Drosha (ribonucleasa lll) y la pro-
teina de union a ADN bicatenario (DGCRS)
cortan las colas del PRI-miARN generando
un precursor de 55 a 70 NT'32° que presenta
una saliente distintiva de 2 NT de ARNsc en
el extremo 3’, denominado PRE-miARN.2!

El PRE-miARN es subsecuentemente
trasladado, desde el nucleo al citoplasma,
mediante la unién a un complejo de trans-
porte, formado por un receptor de expor-
tacién nuclear (Exportina 5), una proteina
nuclear RAN ligada a GTP (RAN-GTP) y nu-
cleoporinas que median su acoplamiento
con los poros nucleares.® En el citoplasma,

el PRE-miARN es reconocido por la proteina
Dicer que presenta accion de endonuclea-
sa llI?2 y posee varios dominios de union a
ARN." EI dominio PAZ reconoce la cola sa-
liente de 2 NT en el extremo 3’, mientras que
la region entre PAZ y el dominio RNAsa Il
(que reconoce secuencias en tandem) actua
como una “regla molecular” definiendo el
tamafio del miARN maduro.®

Dicer, junto a otras proteinas (TRBP2 y
PRKRA) que actlan como cofactores, reco-
noce y escinde al pre-miARN' generando un
miARN ARNdc maduro de aproximadamente
19-25 NT con una saliente de 2 NT de ARNsc
en cada extremo 3'.'%2! Posteriormente, Di-
cer junto a sus cofactores se unen a la pro-
teina Argonauta 2 (AGO2).2" Dicer también
escinde el miARN ARNdc, dando lugar a una
hebra de miARN ARNsc antisentido o miARN
maduro que carga en AGO2, mientras que la
otra hebra es degradada por el complejo.?!
La unién del miARN maduro al conjunto pro-
teico da lugar al denominado complejo de
silenciamiento inducido por miARN (RISC),
en el cual AGO2 utiliza el miARN maduro
para dirigir el silenciamiento. RISC actua de
dos formas, dependiendo de la complemen-
tariedad parcial o completa del miARN y su
ARNm blanco. Cuando existe una comple-
mentariedad perfecta entre la secuencia se-
milla del miARN con el extremo 3’ UTR del
ARNm diana, se inhibe la traduccion a través
de la ruptura y degradacién directa del men-
sajero.” En cambio, si la complementariedad
es parcial, bloquea la traduccion desestabi-
lizando al ARNm sin producir su degrada-
cién'318 (véase Figura 1).

Ademas de la biogénesis clasica de
miARN existen varias vias alternativas o no
canodnicas, que solo han sido descriptas
para organismos inferiores como Drosophila
megaloblaster, Giardia lamblia, Zebrafish y
Murine y-herpesvirus 68.% La produccion de
estos miARNs pueden ser independientes
de Drosha o de Dicer compartiendo pasos
del procesamiento.!
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Figura 1. Biogénesis candnica de microARNs (miARNs). La ARN polimerasa Il (ARN pol II)
transcribe el precursor PRI-miARN. Drosha y DGCRS lo escinden generando el PRE-miARN.
Pasa a citoplasma donde Dicer junto a cofactores (TRBP2 y PRKRA) lo escinden generando un
ARN doble cadena (ARNdc) maduro que se asocia a Argonauta 2 (AGO2). Dicer escinde nue-
vamente al miARNdc formando un ARN de simple cadena antisentido o miARN maduro; la otra
hebra es degradada. La unién de miARN maduro a AGO2 forma el complejo de silenciamiento
inducido por miARN (RISC) que silenciara al ARN mensajero (ARNm) diana. EXP5 = Exportina

5, NP = poros nucleares.

MicroARNs y metabolismo 6seo

El esqueleto se remodela constantemente
por la accién conjunta de OBL, OCL y osteo-
citos, en un proceso que se encuentra estric-
tamente regulado. Los miARNs regulan epi-
genéticamente distintos procesos celulares
que ocurren dentro de cada una de las células
Oseas (proliferacion, diferenciacion y apopto-
sis celular) o modulan distintas vias metabdli-
cas del tejido.

La primera evidencia respecto de la im-

portancia de los miARNs en el desarrollo
esquelético surgié en 2008, al observar las
alteraciones que se generan en ratones ca-
rentes de la proteina Dicer, especificamen-
te en condrocitos.?® Los cartilagos de cre-
cimiento presentaban un menor nimero de
condrocitos proliferativos, debido a la dismi-
nucion en el proceso de proliferacidon y a un
aumento en la diferenciacién a condrocitos
hipertréficos posmitoticos. Estos animales
presentan graves defectos en el desarrollo
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del esqueleto y muerte prematura.?® A par-
tir de dicho estudio se realizaron diferentes
investigaciones centradas en caracterizar la
variacién en la expresion de miARNs en las
células 6seas primarias, asi como también
en analizar el rol regulador de los miARN
tanto en la osteoblastogénesis como en la
osteoclastogénesis y, en definitiva, en la ho-
meostasis 6sea.’

Micro-ARNs y osteoblastogénesis

Los OBL derivan de pre-OBL que se dife-
rencian de células madre mesenquimales,?
las cuales a su vez pueden diferenciarse a
otros linajes celulares como miocitos, condro-
citos, neuronas y adipocitos dependiendo del
impacto de distintos factores presentes en su
microambiente celular.?®

La osteoblastogénesis es un proceso
complejo que se encuentra regulado por di-
ferentes factores de transcripcion, vias de se-
Aalizacion y de genes regulatorios. Entre los
factores de transcripcién mas importantes se
encuentran el factor de transcripcion 2 rela-
cionado a RUNT (Runx2), el factor de trans-
cripcion especifico de OBL u osterix (Osx) y
la familia de proteinas Smads (1, 4 y 5).26 A su
vez, las vias de sefalizacién que desempefian
un rol fundamental en el proceso de osteo-
blastogénesis incluyen las senales de Wnt/p-
catenina, del factor de crecimiento transfor-
mante P (TGF-B), de las proteinas morfogené-
ticas 6seas 2-7 (BMPs), de la proteina kinasa
dual especificamente activada por mitdgeno
(MAPK)/ERK, la via NOTCH vy la via JAK/STAT.
En la osteoblastogénesis participan una enor-
me cantidad de factores regulatorios como el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
Distal-Less Homeobox 5 (DIx5), la via de se-
Aalizacion de Hedgehog, el factor nuclear de
células T activadas citoplasmatico 1 (NFATc1),
la proteina activadora 1 (AP-1) y Twist 1.2” El
proceso también se encuentra regulado por
distintas hormonas y citoquinas,?52¢ pero ade-
mas, a nivel genético y epigenético, se inclu-
yen la regulaciéon transcripcional por metila-

cion del ADN, modificaciones nucleosémicas
y modificaciones de proteinas.?® Todo cambio
en los niveles de miARN que impacten sobre
alguno de los pasos antes mencionados al-
teraria la regulacion ésea, determinando el
incremento o la disminucion de la diferencia-
cién del OBL y de sus funciones especificas.
Las Tablas 1y 2 resumen los miARNs que es-
timulan y que suprimen la osteoblastogéne-
sis, respectivamente.

Micro-ARNs implicados en la via Wnt/p-
catenina

La via de sefalizacion Wnt/B-catenina
desempefa un rol fundamental en la diferen-
ciacion, proliferacion y apoptosis del OBL.
Dicha via incluye una sefial candnica y una
no canoénica. La sefal candnica se produce
cuando Wnt se une al receptor Frizzled y a su
correceptor la lipoproteina de baja densidad
(LRP)5/6, generando el secuestro de Axina.®
Este proceso evita la formacién del comple-
jo Axina/Proteina poliposis adenomatosa coli
(APC)/Glucogeno Sintasa Kinasa (GSK3p),
encargado de degradar a 3-catenina. En con-
secuencia, p-catenina queda libre y se tras-
lada al nucleo donde activa la transcripcion
de genes indispensables para la osteogénesis
como las proteinas TGF-f3 y BMP2.2% Por otra
parte, la sefial Wnt estimula la transcripcion
de osteoprotegerina (OPG) y Runx2.% Esto in-
duce una reduccién en la relacién del ligando
del receptor activador del factor nuclear kB
(RANKL)/OPG, lo que se traduce en la inhibi-
cion de la diferenciacion osteoclastica y en la
promocion de todo el proceso de formacion
6sea?* (véase Figura 2).

La via no candnica de Wnt/B-catenina se
caracteriza por no requerir la estabilizacién
de la p-catenina para culminar su cascada
de sefalizacion. Mediante esta via, Runx2 es
activado y, al mismo tiempo, el receptor gam-
ma activado por el proliferador de peroxisoma
(PPARY) es inhibido dando lugar, en conjunto,
a la diferenciacion osteoblastica y a la inhibi-
cién de la diferenciacion adipocitica.?®
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Tabla 1. microARNs que estimulan la osteoblastogénesis.

miARN Blanco Via Modelo experimental Tipo de estudio  Referencias
miR-15b Smurf 1 TGF-p hBM-MSCs In vitro, Clinico 2936 40
Smurf 1 TGF-p hPDLSCs In vitro 2936 40
. BAMBI, CRIM y Wnt/B-catenina/ ) . 29 36 37
miR-20a PPARy BMPs/FGF2 hBM-MSCs In vitro
o mMSCs, muestras de ; - 127 29
miR-21 Smad 7 BMPs sangre In vitro, Clinico
Smad 7 TGF-p mMSCs In vitro 2033 40 41 43
miR-26a GSK3p Wnt/p-catenina mBM-MSCs In vitro %%
miR-27a APC Wnt/p-catenina MDPC-23 In vitro 3132 37 40 47
sFRP1 Wnt/B-catenina MG63, HEK293T In vitro 3
. Dkk1, Kremen2, ~ . ; 25 29 33 40
miR-29a SFRP2 y SOST Wnt/p-catenina hFOB In vitro
HDAC4 Runx2 mBM-MSC, ratones VB In vitro, In vivo 2
Tardiamente . 25262729 32
miR-29b TGF-B TGF-p MC3T3-E1 In vitro 33 40
Col1A1 Sintesis de matriz MC3T3-E1 In vitro 3387
Runx2 Runx2 MC3T3-E1 In vitro 2
miR-92a PI3K'y Akt IGF1 MG-63, MHM, MNNG In vitro 2
miR-98 SOST Wnt/B-catenina Saos-2, U-20S In vitro 2
miR-142 APC Wnt/B-catenina hFOB1.19, muestras de In vitro, Clinico 4031 82 87 47
sangre
miR-181a TGFBIly TGFBR TGF-p C2C12, MC3T3-E1 In vitro 29
miR-194 STATH Runx2 mBM-MSCs In vitro 29382
miR-210 AcvR1b TGF-p ST2, NRG In vitro 2997
o Dkk1, Kremen2, ) ) MC3T3-E1, mBM-MSCs, : 25 29 33 40
miR-218 SFRP2 y SOST Wnt/B-catenina ADSCs In vitro
miR-216a c-Cbl IGF-1 hADSCs, ratones NOD/SCID In vitro, In vivo 2936
miR-322 Tob2 BMPs BM-MSCs, C2C12, HelLa In vitro 4058
miR-335 C3H10T-1/2, MC3T3-E1,
miR- 433y Dkk1 Wnt/p-catenina hFOB1.19, muestras de In vitro, clinico 25298237
sangre
miR-346 GSK3p Wnt/B-catenina hBM-MSCs In vitro 32 40
. g C2C12, MC3T3-ET, ; - 27 36 87
miR-378 PI3K y Akt IGF-1 muestras de sangre In vitro, Clinico
miR-542 sFRP1 Wnt/p-catenina rBM-MSCs, ratas Sprague- In vitro, In vivo 2932
Dawley
miR-764 Runx2 Runx2 MC3T3-E1, L mOB In vitro 2
mOB, ST2, mBM-MSCs, ; ; 25 26 27 29 33 36
miR-2861 HDC5 Runx2 ratones C57BL/6, muestras /" Vi[9, In vivo, o
Clinico 37 43
de sangre
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Tabla 2. microARNs que suprimen la osteoblastogénesis.

miARN

miR-10b 'y
miR-30c

miR-16
miR-17
miR20a
miR-21

miR-23a

miR-23b

miR-24
miR-26a
Tempranamente
miR-29b
miR-30

miR-30 (a, b,
cyd)

miR-31
miR-33
miR-34a

miR-34b

miR-34c

miR-63, miR-
96 y miR-
135b

miR-93

miR-100 y
miR-153

Blanco
Runx2

AcvR2a

BMP2 y Smad
115

TGFR

SPRY1
LRP5
SATB-2
Smad 3

Runx2

SATB-2
Smad 1/5
TGF-B

Runx2
LRP5/6

Smad 1/5

SATB-2
Osx
SATB-2

Jag 1

Notch2
SATB-2

Notch1/2 y Jag1

SATB-2

Osx

BMP2

Osx

BMPR

Via
Runx2
TGF-B
BMPs
TGF-B

FGF

Wnt/p-catenina
Runx2
TGF-f

Runx2

Runx2
BMPs
TGF-p

Runx2

Wnt/B-catenina
BMPs

Runx2
Osx
Runx2

Notch

Notch
Runx2

Notch

Runx2

Osx

BMPs

Osx

BMPs

Modelo experimental

MC3T3-E1, muestras de
sangre

hBM-MSCs,
hADSCs, ratones C57BL/6J

3T3-L1, ST2, C3H10T1/2

mMSCs, hBM-MSCs,
ratones C57BL/6J, suero

hBM-MSCs

MC3T3-E1, ratones
C57BL/6, muestras de
sangre

MC3T3-E1

hBM-MSCs, ratones
C57BL/6J

hBM-MSCs, muestras de
sangre

hADSCs
MC3T3-E1

MC3T3-E1
mBM-MSCs

MC3T3-E1

hMSCs

mBM-MSCs
hMSCs, muestras de sangre

C2C12
mOBs, ratones 129Sv/EV

C2C12, ratones FVB/N

C2C12, ratones FVB/N
mBM-MSCs, USSCs,
ratones C57BL/6J, muestras
de medula 6sea humana

hBM-MSCs

mOBs, muestras de sangre

hADSCs, hBM-MSCs,
muestras de sangre

Tipo de estudio
In vitro, Clinico
Clinico
In vitro, In vivo

In vitro

In vitro, In vivo,
Clinico

In vitro, Clinico

In vitro, In vivo,
Clinico

In vitro

In vivo, Clinico

In vitro, Clinico
In vitro
In vitro

In vitro

In vitro
In vitro

In vitro

In vitro
In vitro, Clinico

In vitro

In vitro, In vivo
In vitro, In vivo
In vitro, In vivo

In vitro, In vivo,
Clinico

In vitro

In vitro, Clinico

In vitro, Clinico

Referencias

29 32 37

26 29

29 36 40

2529 35

29 32 40

129 33 37 47

29 33 37

29 55

29

29 33

25 26 27 36 37

37

29 37

29 40

29 33 35 37 40 47

27 40
32

29

27 29 32 33 36
40 47

33

29

33 36

29 32 33 36 47 51

25 26 27 29 37 40

12933

29 33

12526 29 37

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 16 - N° 3 - 2020

195



(continuacion de tabla 2)

miARN
miR-103a,
miR-137, miR-
205, miR-217,
miR-222,
miR-338,
miR-618 y
miR-3077

miR-106 y
miR-370

miR-124

miR-125b

miR-133,
miR-204/211

miR-135a

miR-140 y
miR-422a

miR-148
miR-155y
miR-222
miR-181a

miR-182

miR-206

miR-210
miR-214,

miR-223 y
miR-338

miR-221

miR-223 y
miR-497

miR-376¢

miR-483

Blanco

Runx2

BMP-2

DIx2, DIx3 y
DIx5

BMPR

Osx

Runx2

Smad 1/5
Runx2

TGF-p

Kdme6b

Smad 1/5

Kdme6b
FOXO1

Glutaminasa

PPARy

FGFR1/2
Dkk2
IGF-1R
Wnt3

ERK1

Bonanno M. S., et al: Micro-ARNs y células dseas

Via

Runx2

BMPs

BMPs

BMPs

Osx

BMPs

BMPs
Runx2

TGF-B

TGF-B

BMPs

TGF-B
IGF-1

Interaccion
celular

Wnt/p-catenina/
FGF2

FGF
Wnt/p-catenina
IGF-1
Wnt/p-catenina

FGF

Modelo experimental

hBM-MSCs, MC3T3-E1,
ratones C57BL/6J y BALB/c,
ratas Wistar

hADSCs, MC3T3-E1,
ratones C57BL/6

hBM-MSCs, ratones nude
NIH-bg-nu-xid, muestras de
sangre

hBM-MSCs, ratones BALB/c
nude

hBM-MSCs, muestras de
médula ésea

C2C12, VSMCs, hMSCs,
muestras de sangre y
médula ésea

Cc2C12

MC3T3-E1

MC3T3-E1, MG-63,
muestras de sangre

mBM-MSCs, ST2, muestras
de sangre

MC3T3-E1, hBM-MSCs

mBM-MSCs
C3H10T1/2, MC3T3-E1

C2C12, ratones FVB

hBM-MSCs

BM-MSCs, ratones,
muestras de sangre
C57BL/6J y BALB/c

mOBs
MC3T3-E1, HOS, U20S

mOBs

hADSCs, ratones Balb/c
nude, muestras de sangre

Tipo de estudio

In vitro, In vivo

In vitro, In vivo

In vitro, In vivo,
Clinico

In vitro, In vivo

In vitro, Clinico

In vitro, Clinico

In vitro
In vitro

In vitro, Clinico

In vitro, Clinico

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro, In vivo

In vitro, Clinico

In vitro, In vivo,
clinico

In vitro
In vitro

In vitro

In vitro, In vivo,
Clinico

Referencias

27 29 32 33 36 37

129 33 36

12737 54

12526 27 29 37

26 29 36 37

12526 27 33 37
38 47 56

25 26 27 29 33 37
38 47

2526 29 32 33

129 35 40 42

293337

27 33 49

57

26 27 29 37 46

12527 29 32 33
36 37 44

29

27 29

29 30

29 45
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Los miARNs que usan como blanco a Wnt,
Frizzled o LRP5/6 atenlan la sefal suprimien-
do la diferenciacion del OBL. Entre los miARNs
que bloquean la sefial Wnt/g-catenina se en-
cuentran miR-376¢c que utiliza como blanco
al ARNm de Wnt3%, miR-20a y miR-210 que
inhiben PPARy o miR-23a y miR-30, que se
unen directamente al ARNm de LRP5/6.2° En
cambio, la osteoblastogénesis sera promovida
si los miARNs actian como reguladores nega-
tivos sobre alguno de alguno de los integrantes
del complejo de captura de la -catenina. En
células mesenquimales, miR-26a y miR-346

inhiben al ARNm de GSK3p mientras que miR-
27a'y miR-1423" inhiben al ARNm de APC.*
La via Wnt/p-catenina es inhibida por Dikko-
pf (Dkk), Kremen y esclerostina (SOST) que
evitan la interaccion entre Wnt y su receptor,
mientras que la proteina secretada relacionada
con Frizzled (sFRP) inhibe la sefal uniéndose
directamente a Wnt. Los miARNs que inhiban
a estos reguladores negativos favoreceran la
diferenciacién osteogénica; miR-29a y miR-
218 regulan negativamente a Dkk1%, Kremen2,
sFRP2 y SOST; miR-98 inhibe al ARNm de
SOST; miR-335 y miR-433 actuan sobre Dkk1,
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Figura 2. MicroARNs (miARNs) implicados en la via Wnt/p-catenina. La sefial canodnica de la via
Wnt/B-Catenina se activa cuando Wnt3a se une al receptor Frizzled y a su correceptor la lipopro-
teina de baja densidad (LRP)5/6 secuestrando a Axina. Esto evita la degradacion de -catenina
que queda libre, se traslada al nucleo y activa la transcripciéon de genes para la osteogénesis. Los
represores son Dikkopf (DKK1), Kremen, esclerostina (SOST) y sFRP1/2. La via no candnica utiliza
a Wnt5a, no requiere la estabilizacién de p-catenina y culmina activando a Runx2 e inhibiendo al
receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma (PPARy). Los miARNs que bloquean la
via canonica son miR-: 23a, 30 y 221;-los miARNs que promueven la osteoblastogénesis son miR-:
26a, 346, 27a, 142, 29a, 218, 335, 433, 27a y 542. Los miARNs que bloquean la via no candnica
son miR-: 376¢, 20a y miR-210. Axina/APC/GSK-3p= complejo de degradacion.
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mientras que miR-27a y miR-542 lo hacen so-
bre sFRP1.3'34 Contrariamente, aquellos que
estimulen a estos reguladores negativos ate-
nuaran la osteoblastogénesis, como lo hace
miR-221 que activa a Dkk2.

Micro-ARNs implicados en la via de las BMPs

Si bien BMP-2, 4, 5, 6, y 7 presentan una
alta capacidad osteogénica, Unicamente la
BMP-2 es necesaria y suficiente para indu-
cir la osteoblastogénesis irreversiblemente.?®
La uniéon de BMP-2 a su receptor especifico
(BMPR) induce la autofosforilacion del re-
ceptor y el reclutamiento del complejo Smad
1/5/8. Este complejo, al unirse a Smad 4,
activa una sefial en cascada que se traslada
al nucleo donde se inicia la transcripcién de
Runx2, DIx5 y Osx. La autofosforilacion de
BMPR también activa la sefial en cascada de
las MAPKs que, a través de la p38K, induce
la maduracién del OBL por la fosforilacién de
Runx2, DIx5 y Osx®® (véase Figura 3).

Sobre la via de las BMP actuan varios
miARNSs que regulan reciprocamente la osteo-
génesis y la adipogénesis. La diferenciacion
mesenquimal a OBL es promovida por miR-
20a, que activa la sefalizacion BMP/Runx2
mediante la inhibicibn de antagonistas de la
via tales como PPARy, el inhibidor ligado a
membrana de BMP y activina (BAMBI) y el re-
gulador transmembrana de BPM 1 rico en cis-
teina (CRIM).293637 Contrariamente, miR-17,
miR-93, miR-106 y miR-370 regulan negativa-
mente la osteogénesis y activan la adipogéne-
sis uniéndose al ARNm de BMP2.1:%6

La osteogénesis también es inhibida por
la regulacién negativa ejercida por miR-100,
miR-125b y miR-153%"2° sobre el BMPR,; por la
inhibicién o bloqueo de Runx2 donde actuan
miR-133 y miR-204/211;% los dos primeros es-
timulan al mismo tiempo la adipogénesis,?6:27-38
o por la inhibicién de Smad 1/5 sobre las que
actiuan miR-17, miR-264a, la familia de miR-30a,
b, c y d, miR-135a, miR-155 y miR-222,26:27:38:39

Los factores DIxs y el traductor de erbB2
(Tob2) se encuentran implicados en la casca-
da osteoinductiva de las BMPs. Los miARNs

que eviten la expresion de cualquier DIx, tal
como lo hace miR-124,% suprimira la diferen-
ciacion osteogénica y la mineralizacion de la
matriz.3' Tob2 es un regulador negativo de la
osteoblastogénesis al unirse al ARNm de Osx
e inducir su degradacion. miR-322 evita este
efecto uniéndose al ARNm de Tob2, favore-
ciendo la respuesta inductiva.4-58

Existen varios represores de la via de las
BMP, entre ellos, Noggin y Smad 6 y 7. Nog-
gin inhibe la union BMP/BMPR; Smad 6 in-
duce la degradacién de Smad 1/5/8 y Smad
7 inhibe la autofosforilacion de BMPR vy la
formacioén del complejo Smad 1/5/8% (véase
Figura 3). La regulacién negativa ejercida por
los miARNs sobre alguno de estos represores
inducira la osteogénesis, como lo hace miR-
21 al inhibir a Smad 7.4

Micro-ARNs implicados en la via del TGF-f3

El factor proteico TGF-f ejerce un rol dual
en el proceso de osteoblastogénesis ya que,
por un lado, activa la proliferacion de pre-OBL
en las etapas tempranas y, por el otro, inhibe la
diferenciacion de OBL y mineralizacion, en las
etapas finales de la osteogénesis. La unién de
TGF-f a su receptor especifico (TGFR) activa a
Smad 2/3 el cual, al unirse a Smad 4, forma un
complejo que se traslada al nicleo donde inicia
la transcripcion del factor Wnt que favorecera
la osteoblastogénesis® (véase Figura 3).

La diferenciacion del OBL se inhibe al blo-
quear la traduccion del ARNm de TGF-f, ya
que se ve disminuida la fosforilacion de Smad
2/3. Es a través de este proceso que se inhi-
be, en etapas tempranas, la osteogénesis por
medio de miR-29b, miR-140 y miR-422a."% El
bloqueo del receptor TGFR también inhibe la
osteoblastogénesis como lo hace miR-20a.2%
La sefial de TGF-p posee inductores de la di-
ferenciacion osteoblastica. La diferenciacion
de OBLs es favorecida por miR-181a al unir-
se al inductor de TGF-p (TGFBI) y al receptor
1 (TGFBR1).>” Contrariamente, la inhibicién
de tales inductores modularda negativamen-
te el proceso de diferenciacion. La demetilasa
lisina-especifica 6b (Kdm6b) es una enzima
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Figura 3. MicroARNs (miARNs) implicados en la via de las proteinas morfogenéticas éseas
(BMPs) y en la via del TGF-p. La interaccion BMP-2/receptor especifico (BMPR) induce el reclu-
tamiento del complejo Smad 1/5/8 que al unirse a Smad 4 transcribe a Runx2, al factor DIX5 y
a Osterix (Osx). Ademas, activa a las kinasas activadas por mitégeno (MAPKs) que inducen la
maduracién de osteoblastos. Los represores de esta via son Noggin, Smad 7, Smad 6 y Tob2.
Los miARNs que bloquean la via son miR-: 17, 93, 106, 370 100, 125b, 153, 17, 26a, 30a, b y
c, 135a, 155, 222, 124, 31, 63, 93, 96, 125b, 135b, 10b, 23b, 29a, 29b, 30c, 103, 133, 135a,
137, 194, 204/211, 205, 217, 222, 338, 628, 764, 2861 y 3077. Los miARNs que promueven la
osteogénesis son miR-: 21, 322, 29a, 29b, 194, 764, 2861 y 20a.

La interaccién TGF-p/receptor especifico (TGFR), en etapas tempranas de la osteogénesis,
activa a Smad 2/3 que, al unirse a Smad 4, inicia la transcripcién de Wnt. Ademas, las MAPKs
mediante p38K, inducen la maduracion de osteoblastos. La demetilasa lisina especifica 6b
(Kdmeéb) y TGFBI son inductores positivos de la via; Smad 7, Smurf y la unién de Smad 2/3 a
la histona diacetilasa (HDAC) son represores del proceso. Los miARNs que bloquean la via son
miR-: 29b, 140, 422 20a, 148, 181a y 23b y los que la estimulan son miR-: 21, 15b, 17, 1814,
29b y 2861.
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que participa en la via del TGF-f como un in-
ductor positivo de la osteoblastogénesis;®
miR-181a y 148 inhiben a dicha enzima.?®
La sefial de TGF-{ en las etapas tempranas de
la osteogénesis también es interferida por miR-
23b mediante la unién a Smad 3.2°% Los lipo-
polisacaridos estimulan a miR-23b y con ello in-
hiben la osteoblastogénesis.?® Smad 7 y Smurf
son represores de la via de TGF-f.% En este
sentido, Smad 7 inhibe el traslado del complejo
Smad 2/3-Smad 4 al nicleo, mientras que tanto
Smad 7 como Smurf favorecen la degradacion
de Smad 2/3.%° La osteoblastogénesis es pro-
movida por miR-21, que regula negativamente
la expresion de Smad 7,% y por miR-15b y miR-
17, que disminuyen la expresién de Smurf1, in-
crementando asi los niveles de Runx2.29%

Durante la diferenciacion tardia de los OBLs,
algunos TGF-f actian como inhibidores del
proceso. La interaccion de estos TGF-$ con su
TGFBR o con los receptores de activina (AcvR),
pertenecientes a la superfamilia de receptores
de TGF-f, activan a Smad 2/3. La union de
Smad 2/3 con la histona diacetilasa (HDAC)
forma un complejo que se traslada al nucleo y
reprime a Runx2, inhibiendo la osteogénesis.*
La osteoblastogénesis también es inducida por
miR-29b silenciando al ARNm de TGF-3 en
etapas tardias del proceso,*” mientras que miR-
2861 lo hace inhibiendo a HDACS, lo que au-
menta indirectamente la expresion de Runx2.#
La diferenciacién osteoblastica es promovida
por miR-210; este miARN actua inhibiendo al
ARNmM del receptor de activina 1(AcvR1b); con-
trariamente, miR-16 inhibe la osteogénesis mo-
dulando el ARNm del AcvR2a.?®

Micro-ARNs implicados en otros procesos
osteogénicos

La sefial FGF/FGFR desempefia un rol im-
portante en la osteoblastogénesis; sin embargo,
el efecto de esta sefal es complejo ya que pue-
de aumentarla o atenuarla segun el tipo de FGF
y de FGFR que se exprese, el estado de ma-
duracioén celular y el microambiente en el cual
ocurre.?8 Varios estudios genéticos han demos-

trado que el FGF2 es un importante regulador
de la proliferacion y diferenciaciéon celular du-
rante la osteogénesis. En este sentido, la unién
de FGF2 a su receptor tirosina kinasa especifico
(FGFR) induce la dimerizacién y yuxtaposicion
de los dominios de tirosina kinasa para iniciar
una transfosforilacion secuencial de al menos
6 residuos de tirosina. Este proceso activa a la
fosfolipasa C (PLC) la cual cataliza la formacién
de diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3).
DAG activa a la proteina kinasa C (PKC) que, a
través de via de las MAPK, incrementa la fosfo-
rilacion de Runx2 y con ello la osteoblastogéne-
sis. Ademas, MAPK activa a la proteina de sefial
extracelular regulada por kinasas 1/2 (ERK), que
se traslada al nucleo, se une a la proteina inhibi-
dora de Runx2 (ERF) y la exporta al citoplasma,
aumentando la osteogénesis?® (véase Figura 4).

La osteogénesis es suprimida por la unidén
de miR-214, miR-223 y miR-338 al receptor
FGFR1/2,%4 por miR-21 que se une al ARNm
del homdélogo Sprouty 1 (SPRY1) e inhibe la ac-
tivacion en cascada de las MAPKs y con ello la
activacion de Runx2,?” y por la uniéon de miR-
483 al ARNm de ERK1; en este ultimo caso se
promueve al mismo tiempo la adipogénesis.*®

La sefial de Notch mantiene un balance en-
tre la proliferacion y diferenciacion celular. La
activacion de la sefial de Notch induce la rotura
proteolitica de su receptor, liberando su domi-
nio intracelular (NICD) que puede trasladarse al
nucleo donde, junto al factor de unién a Core
a1 (CBFA1), induce la transcripcion de dos fac-
tores, HES y HEY, que regulan negativamente
a Runx 2;° miR-34b y miR-34c modulan la se-
fal de Notch2 generando la disminucion en la
produccion osteoblastica de OPG y al mismo
tiempo aumentan la de RANKL, mientras que
miR-34a disminuye la osteoblastogénesis al
bloquear a Jagged1 (Jag 1).334°

La union del factor de crecimiento simil a
la insulina (IGF-1) con su receptor especifico
de tirosina kinasa (IGF-1R) genera la dimeriza-
cion y autofosforilacién en forma secuencial
de sus 6 dominios tirosina kinasa. La fosfori-
lacion de los residuos tirosina 677 y 766 des-
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encadenan una fosforilaciéon en cascada que
incluye la activacion de la fosfatidilinositol 3
kinasa (PI3K) que, a su vez, cataliza la fosfo-
rilacion del fosfatidil inositol difosfato (PIP2) a
trifosfato (PIP3). Este ultimo, activa a la pro-
teina kinasa B (Akt) y esta, a su vez, a mTOR,
favoreciendo la sobrevida del OBL. Por su
parte, PIP3 inhibe a FOXO1 que no puede
trasladarse al nucleo, por lo cual se ve inhibi-
da la sintesis de osteocalcina, FGF y Runx22°
(véase Figura 4).

Asimismo, miR-223 y miR-497 se unen al
IGF-1R y promueven la apoptosis del OBL.*
En particular, la expresion de miR-223 indu-
cida por productos de glicosilacién avanzada
(AGE) es el que determina la apoptosis del
OBL en diabetes mellitus.* La diferenciacion
osteoblastica es estimulada por miR-216a
que desregula negativamente al inhibidor de
PIBK denominado linfoma de linaje B-Casitas
(c-Cbl); por miR-92a que se expresa tempra-
namente en células osteoprogenitoras acti-
vando la sefal PI3K/Akt y por miR-378 que
activa a esta Ultima via, bajo condiciones de
altos niveles de glucosa.’®3¢ Contrariamente,
la diferenciacion osteoblastica es suprimi-
da por miR-182 a través de la inhibicion de
FOXO1.%8

En paralelo con la diferenciacion osteo-
blastica disminuye la expresion de miR-
206%4¢, que inhibe la expresién de la enzima
glutaminasa, mediante la union directa a su
ARNm. Este hecho altera el metabolismo de la
glutamina y suprime la osteoblastogénesis.*®
El proceso de secrecidn de osteoide y mine-
ralizacién también se encuentra regulado. En
este sentido, el aumento en la expresion de
miR-29b inhibe la sintesis de colageno y pro-
mueve la mineralizacién.?’

Micro-ARNs implicados en la regulacion del
factor de transcripcion Runx2

Todos los pasos de osteoblastogénesis
convergen en el factor de transcripcién clave
de la diferenciacion osteoblastica Runx2 y en
su cofactor, la proteina de unién a la secuen-

cia especial rica en ATS 2 (SATB2). Runx2 su-
prime la proliferacion del pre-OBL y promueve
la expresion de otros genes que favorecen la
diferenciacién a OBLs maduros.?428

Todos los miARNs que desregulen negati-
vamente estos factores llevaran a la inhibicion
de la osteogénesis. Una serie de miARNSs,
entre los cuales se encuentran miR-23b, miR-
30c, miR-103a, miR-133, miR-135a, miR-137,
miR-204/211, miR-205, miR-217, miR-222,
miR-338, miR-628 y miR-3077 se unen al
ARNm de Runx2 determinando la inhibicion
de la osteoblastogénesis in vitro y dando lu-
gar a la pérdida de masa 6sea in vivo.*” En
particular, miR-137 es mecanosensible, por
lo que favorece la diferenciaciéon del OBL en
condiciones de falta de carga mecanica. En
pacientes con facturas que no consolidan se
observa un aumento en la expresién de miR-
628. La deficiencia estrogénica estimula la ex-
presion de miR-3077 en ratones ovariectomi-
zados (OVX) debido a la activacién del factor
nuclear kB (NF-kB).2°

Otros miARNs que afectan la actividad
de Runx2 son: miR-10b, miR-29a, miR-29b,
miR-194, miR-764 y miR-2861. En particular,
la disminucion en la expresion de Runx2 es
ejercida por la sobreexpresién de miR-10b
que activa a STAT1 o por el silenciamiento de
miR-2861.2° Contrariamente, la regulacién po-
sitiva de Runx2 vy, por lo tanto, la osteoblas-
togénesis es activada por miR-194, que dis-
minuye los niveles de STAT1, o por miR-29a,
miR-29b, miR-764 y miR-2861 los cuales, a
través de diferentes vias, previenen la degra-
dacion de Runx2.%

SATB-2 es una proteina de unién al ADN
que regula especificamente, a nivel transcrip-
cional, la diferenciacion de genes osteoblasti-
cos, induciendo la regeneracién 6sea. miR-33
y miR-34b se unen al ARNm de SATB-2 y blo-
quean la sefal de diferenciacién osteogénica.
Asimismo, la expresion de miR-23a, miR-24,
miR-31 y miR-34c bloquean la sefal de dife-
renciacion de OBL y osteocitos, uniéndose di-
rectamente a los ARNm de Runx2 y SATB-2.
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Figura 4. MicroARNs (miARNs) implicados en las vias Notch, FGF e IGF-1. Jagger 1 (Jag1) activa
la sefial de Notch liberando su dominio intracelular (NICD). Este dominio, en el nucleo, induce la
expresion de los factores HES y HEY. Los miARNs que bloquean esta via son miR-: 34a y 34b/c.
La unién FGF2/FGFR activa a la fosfolipasa ¢ (PLC), generando diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3). DAG activa la kinasa C (PKC) e incrementa la osteogénesis; ademas activa a ERK
que exporta el citoplasma a la proteina inhibidora de Runx2 (ERF), aumentando la osteogénesis.
La via de FGF2 se encuentra bloqueada por miR-: 214, 223, 3385, 21 y 483.

La interaccién entre el factor de crecimiento insulinico simil (IGF-1)/receptor (IGF-1R) inicia una
cascada de fosforilacion que activa a fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) que transforma al fosfati-
dilinositol difosfato (PIP2) en trifosfato (PIP3), activando la proteina kinasa B (Akt) y esta a mTOR
favoreciendo la sobrevida de los osteoblastos e inhibiendo a FOXO1. El factor linfoma de linaje
de Casitas B (c-Cbl) actia como represor de la via. Esta via esta bloqueada por miR-: 223, 497 y
182. Esta via es estimulada por miR-: 216a, 92a y 378.

'B Osteocalcina
FGF
ror
SNV

Por otro lado, la sefal Runx2/SATB-2 activa Otros miARN como miR-63, miR-93, miR-96,
la expresién Osx y con ello la diferenciacion  miR-125b y miR-135b inhiben la expresién de
de OBL y osteocitos, pero también el proceso  Osx, uniéndose directamente y degradando
de mineralizacion y formaciéon 6sea. La ex- su ARNm.2?®

presién de miR-31 reduce la estabilidad del Micro-ARNs y osteoclastogénesis

ARNmM para Osx inhibiendo la mineralizacion. Los OCLs derivan de un precursor monoci-
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to/macréfago que se diferencia a pre-OCLs.?*
La informacién acerca de la participaciéon de
los miARNSs en la osteoclastogénesis es mas
limitada.?” Sin embargo, la inactivacién de Di-
cer genera una disminucion en la formacion
de OCL y conduce a una disminucién en la
actividad resortiva y el desarrollo de osteope-
trosis, sugiriendo un control del proceso por
parte de los miARNs.

Los dos pasos principales del proceso
de osteoclastogénesis involucran al sistema
RANK/RANKL vy al sistema del factor estimu-
lante de colonias de macréfagos (M-CSF)/
receptor 1 del factor estimulante de colonias
de macréfagos (C-FMS). Aunque menos es-
tudiados, se ha demostrado que una serie de
miARN también actlan sobre las distintas vias
de la osteoclastogénesis. Las Tablas 3y 4 re-
sumen los miARN que estimulan y que supri-
men la osteoclastogénesis, respectivamente.
Micro-ARNs implicados en la via de senaliza-
cion RANK/RANKL

El sistema RANK/RANKL/OPG es el princi-
pal regulador de la diferenciacion y activacion
de OCL, luego de que la parathormona o el
calcitriol estimulen la produccién de RANKL
por los OBLs.?* La OPG actia como un recep-
tor trampa que limita esta sefal®* (véase Figu-
ra 5). Los miARN que den lugar a variaciones
en la expresién de RANKL u OPG por parte de
OBL y de RANK por parte de OCL, modularan
la diferenciacion osteoclastica.

La expresion de miR-26a se incrementa en
respuesta a la sefial de RANKL favoreciendo la
osteoclastogénesis.*®* En pre-OCL, la diferen-
ciacién osteoclastica es suprimida mediante la
expresion de miR-335 y miR-338 que regulan
negativamente a RANKL;*® contrariamente, miR-
145 incrementa la relacion RANKL/OPG favore-
ciendo la osteoclastogénesis.?® Los estrogenos
suprimen a miR-145 disminuyendo la diferencia-
cién osteoclastica.?® Por otra parte, la expresion
de RANK en OCL es regulada negativamente por
miR-503 y con ello su diferenciacién.’'3°

Tabla 3. MicroARNs que estimulan la osteoclastogénesis.

miARN Blanco Via Modelo experimental Tipo de estudio  Referencias
miR26a RANKL RANK mBM-MMs In vitro 272936 39
miR-29¢ NFIA, M-CSF RAW264.7, mBMMs In vitro 2
calcitonina w
miR-34c GSK3- LGR4 RAW264.7, 293T In vitro 51
miR-99b IGF-1R IGF hPBMCs In vitro 2
miR-133 IFN-y RANK hPBMCs, muestras de In vitro, Clinico 1293
sangre
miR-145 OPG RANK MG-63 In vitro 2
. NFATCH, c-Fos hPBMCs, ratones C57BL/6, In vitro, In vivo, 27 29 33 36 39
miR-148a y MITF RANK muestras de sangre Clinico
RAW264.7, ratones
miR-214 TRAF3 RANK 'y M-CSF C57BL/6J y miR-214-3p In vitro, In vivo 2729 36 52
flox/-C57BL/6J
mBMMs, OC-TG214,
Pten RANKy M-CSF raatones C57BL/6J y In vitro, In vivo 2952
OC-TG214
) RAW264.7, ratones DBA/1, In vitro, In vivo, 1252729 33 37

miR-223 NF1A e IKKa RANK muestras de tejido sinovial Clinico 3643

NFIA M-CSF mM-CSF In vitro 4
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Tabla 4. MicroARNs que inhiben la osteoclastogénesis.

miARN Blanco Via Modelo experimental
Int y RAW264.7,
miR-7b DC-STAMP nteraceion
celular
mOCs, muestras de sangre
miR-9b, miR- RAW264.7, mBMMs, mOCs,
181ay miR- c-CBL Apoptosis ratones C57BL/6, muestras
422a de sangre
) hBM-MMs, ratones
miR-21 c-Fos RANK C57BL/6 y miR-21--
) RANKL y
miR-29b M-CSF RANK'y M-CSF hPBMCs
RANK,
MMP2 degradacién de hPBMCs
matriz
) mBMMs, muestras de
miR-124 NFAT-c1 RANK sangre
Rab27a MAPKs mBMNMs, ratones C57BL/6J
- RAW264.7, MC3T3-ET,
IL-11 Inflamacion ratones nude
miR-125a'y
miR-146a TRAF6 RANK hPBMCs
miR-126 y MMP13 Degradacion de mBMMs, GCTSC, UMR
miR-532 matriz 106-01
miR-142 IL-6 Inflamacién mPBMCs
miR-155 MIFT RANK, M-CSF RAW264.7, mBMMs
L RAW264.7, mBMMs, ratones
miR-186 CATK Degradacionde " Gs7BL/6J, muestras de
sangre
miR-204/211 IL-11 Inflamacion MSCs
miR-218 y
miR-618 NF-xB RANK RAW264.7
miR-222 c-Src RANK RAW264.7
miR-335y mPBMCs, ratones NOD/
miR-338 RANKL RANK SCID
) Degradacion de mOBs, MC3T3-E1, ratones
miR-365 MMP9 matriz C57BL/6J
miR-503 RANK RANK hPBMCs, ratones C57BL/6,

muestras de sangre

Tipo de estudio

In vitro, Clinico

In vitro, In vivo,
Clinico

In vitro, In vivo,
Clinico

In vitro

In vitro

In vitro, Clinico
In vitro, In vivo

In vitro, In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro, In vivo,
clinico

In vitro
In vitro
In vitro

In vitro, In vivo

In vitro, In vivo

In vitro, In vivo,
Clinico

Referencias

27 29

129 39

1112527 29 33 37
38 43 39

29

29 33 39

27 29 39 54

54

29

27 29 33 39

29 53

29 31

12527 29 33 37 39

29

29

29

29 49

29 48

29

27 29 36 39

La uniéon de RANKL a RANK desencadena
una sefial de transduccion en cascada, princi-
palmente de la proteina adaptadora asociada
al receptor de TNF 6 (TRAF6), el que a su vez
activa a la kinasa Kappa B (IKK), a las MAPKs:
MAP2K1/MEK1, MAP2K6/MKK6 y MAP2K7/
MKK7, al protooncogén tirosina-proteina ki-

nasa (c-Src) y a PLC?* (véase Figura 5). Por su
parte, miR-125a y miR-146a se unen directa-
mente al ARNm de TRAF6 suprimiendo, tanto
la diferenciacion de pre-OCL como la forma-
cion de OCL multinucleados.®3

IKK fosforila al inhibidor de NF-kB (IKB) y
lo degrada, activando consecuentemente a
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NF-kB.2* Al producirse la activacion de NF-
kB se suprime la funcién del promotor de
miR-29b, con lo cual su expresion disminu-
ye progresivamente durante la diferenciacion
osteoclastica inducida por RANKL y M-CSF.?°
En osteoporosis posmenopausica se observa
que la expresion de miR-218 y miR-618 esta
inhibida, con lo cual se activan NF-kB y la os-
teoclastogénesis,?® y miR-223 suprime tam-
bién el proceso uniéndose a IKKa.%®

La MAPK MKK6 activa a una kinasa p38
(P38K), la cual aumenta la expresion del factor
de transcripcion asociado a microftalmia (MIFT),
fundamental para activar la expresion de genes
osteoclasticos como los de catepsina K (CATK)
y fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP). El
miR-155 se une al ARNm de MIFT favoreciendo
la diferenciacion hacia macréfagos e inhibiendo
la resorcion 6sea?’*? (véase Figura 5).

La interaccién de c-Src y TRAF6 estimula
la via PIBK/Akt/blanco de rapamicina en ma-
miferos (MTOR) inhibiendo proteinas proa-
poptdticas, lo cual conduce a la sobrevida de
los OCLs.2* El miR-222 disminuye el ARNm de
c-Src en pre-OCLs, generando un efecto inhi-
bitorio de la osteoclastogénesis activada por
RANKL*® (véase Figura 5).

Todos los pasos antes mencionados con-
vergen en la activacion de NFAT-c1, a través
de la formacién de un complejo entre NF-kB y
el dimero activador de proteinas 1 (AP1) (com-
puesto por c-Fos y c-Jun)?* (véase Figura 5).
Esta es la principal via reguladora de la trans-
cripcién de genes especificos de OCLs como
TRAP, CATK y metaloproteasas (MMP) como
la MMP9, MMP13, etc.?* La diferenciacion os-
teoclastica es inhibida por miR-124 que supri-
me la expresion de NFAT-c1 uniéndose a su
ARNmM; por miR-21 que desregula el ARNm
de c-Fos, inhibiendo la formacion de AP1 y la
transcripcién de NFAT-c1.2%%° Contrariamente,
miR-148a favorece la diferenciacion de OCL
al bloquear los represores de la transcripcion
de NFAT-c1, c-Fos y MITF.27:3¢

Varias investigaciones recientes han de-
mostrado que el sistema RANK/RANKL/OPG

cuenta con un nuevo integrante denominado
receptor 4 acoplado a proteina G que contiene
repeticiones ricas en leucina (LGR4).%° Durante
anos se creyd que RANK era el Unico receptor
de RANKL; sin embargo, se ha demostrado
que LGR4 actlia como receptor de dicho li-
gando, compitiendo con RANK e inhibiendo
su sefial, lo cual conduce a una inhibicion de
la osteoclastogénesis y la resorcién ésea.>®
La interaccion RANKL/LGR4 desencadena
una serie de senales en cadena que comienza
con la activacion de la proteina Gq subunidad
a (Gaq) que, a su vez, inhibe la fosforilacion
de GSKB3-p. Este hecho impide la transloca-
cién nuclear de NFAT-c1 evitando la forma-
cién del complejo nuclear con NF-kB y AP1 y,
consecuentemente, la transcripcion de genes
especificos de los OCL.5°%" La expresion de
LGR4 se encuentra regulada negativamente
por miR-34c¢ que promueve la fosforilacion de
GSKB3-p, estimulando la osteoclastogénesis.®

Micro-ARNs implicados en la via de sefaliza-
cion osteoclastogénica M-CSF/C-FMS

La interaccién de M-CSF y su receptor c-
FMS asegura la sobrevida del OCL mediante
la activacion de la proteina kinasa MEK1 que
aumenta la sefial de RANKL, activando por un
lado la cascada de sefializacion de ERK 1/2
y, por el otro, la via de PIBK/Akt/mTOR (véase
Figura 5). Este ultimo paso es estimulado por
miR-214, que se sobreexpresa en macrofa-
gos de la médula 6sea cuando la osteoclas-
togénesis es inducida por M-CSF y RANKL,
al disminuir la expresién de Pten, inhibidor
de la via.%? La inhibicion in vitro de miR-214
disminuye la produccion de TRAP, MMP9, ca-
nal de cloro 7 (CLC7) y CATK, mientras que la
sobreexpresion in vivo de este miARN reduce
la DMO en ratones.%? Asimismo, miR-214 in-
duce la diferenciacion osteoclastica al unirse
al ARNm de TRAF3, activando la via candni-
ca y no candnica de la sefial de NF-xB.*? La
diferenciacién de OCL también es promovi-
da por miR-29¢c y miR-223,% que inhiben al
factor nuclear | A (NFIA), regulador negativo
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Figura 5. MicroARNs (miARNSs) implicados en la osteoclastogénesis. La union del receptor ac-
tivador del factor nuclear kB (RANK) y su ligando (RANKL) desencadena la sefial de la proteina
adaptadora asociada al receptor de TNF 6 (TRAF6), activando a la kinasa Kappa B (IKK), las
MAPK (MAP2K1/MEK1, MAP2K6/MKK6 y MAP2K7/MKK7), al protooncogén tirosina proteina
kinasa (c-Src) y a PLC. IKK degrada al inhibidor de NF-xB (IKB). MAPK MKK®6 activa la kinasa
p38 (p38K), que estimula al factor de transcripcién asociado a microftalmia (MIFT). Todos estos
pasos activan a NFAT-c1, que junto a NF-«xB, c-Fos, c-dun y MIFT regula la expresion de genes
especificos de osteoclastos. LGR4 actia como un nuevo receptor de RANKL, compite por
RANK e inhibe su sefial y la osteoclastogénesis.

Los miARN que bloquean la sefial RANK/RANKL son miR-: 335, 338, 503, 125a, 146a, 222,
155, 223, 218, 618, 21 y 124. Los miARNs que estimulan la osteoclastogénesis son miR-: 26a,
145, 214, 148a y 34c. La activacién de NF-kB suprime la funcion del promotor y disminuye
progresivamente a miR-29b durante la osteoclastogénesis.

La unién de M-CSF a su receptor c-FMS asegura la sobrevida de los osteoclastos, activando la
sefial de la kinasa MEK1 que transforma al fosfatidilinositol difosfato (PIP2) en trifosfato (PIP3)
que favorece la sobrevida del osteoclasto. El factor nuclear | A (NFIA) y PTEN son reguladores
negativos de la via. Los miARN que inducen esta via son miR-: 29c, 223 y 214.
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de la osteoclastogénesis.?® Este factor se en-
cuentra implicado en la represion de C-FMS,
por lo cual su inhibicion amplifica la sefial de
M-CSF.?®

Otros micro-ARNs que influencian la osteo-
clastogénesis

Las MMPs son enzimas que degradan
la matriz 6sea, liberando distintos factores
solubles que favorecen la diferenciacién
osteoclastica. Varios miARNs inhiben la os-
teoclastogénesis al bloquear los ARNm de
distintas MMPs. miR-29b inhibe la expre-
sion de MMP2;2° los miR-126 y miR-532 in-
hiben la de MMP135% y el miR-365 inhibe la
de MMP9.2®

Otros miARNs modifican Unicamente la
expresion de genes especificos de la ac-
tividad del OCL. Por ejemplo, el miR-186
disminuye la expresion de CATK, sugiriendo
su utilidad como posible agente terapéuti-
co para controlar las osteopatias metaboli-
cas relacionadas con una elevada resorcion
6sea.?® La expresion del miR-124 reduce la
actividad osteoclastica al inhibir la expre-
sién de la proteina relacionada con RAS 27a
(Rab27a), uno de los factores implicados en
la activacion de MAPKs.** La expresion de
miR-7b inhibe la fusién de OCL para formar
OCLs maduros.?"?°

Todo mIiARN que modifique sefales
de la regulacién del ciclo celular, sobrevi-
da o apoptosis celular influenciara la dife-
renciaciéon del OCLs. miR-9b, miR-181a y
miR-422a son reguladores negativos de la
osteoclastogénesis, por lo cual su baja ex-
presion favorece la sobrevida y actividad de
OCLs.2%% |Las citoquinas y otros factores
que actuen sobre estos pasos también in-
fluenciaran la diferenciacion del OCLs. Por
ejemplo, miR-29c favorece la diferencia-
cion osteoclastica uniéndose al ARNm del
receptor de calcitonina, lo cual favorece la
liberacion de Ca*?, desencadenante de la
actividad del OCL.?%% Las citoquinas proin-
flamatorias IL-18, TNF-a, IL-17, IL-11 acti-

van la diferenciacion del OCL favoreciendo
la expresidn tanto local como sistémica de
RANKL en OBLs y células del sistema in-
munitario. La unién de la IL-18 a su recep-
tor activa a TRAF6 y con ello la sefial os-
teoclastogénica. miR-124 y miR-204/211
se unen al ARNm de IL-11, disminuyen sus
niveles y con ello la maduracién y actividad
del OCL.2° El miR-99b aumenta la expresién
de ARNm de IGF-1R y promueve la diferen-
ciacion osteoclastica.?® El interferén gamma
(IFNy) es una citoquina antiinflamatoria que
inhibe la actividad de c-Fos y a los OCLs.
miR-133 inhibe esta via y con ello activa la
osteoclastogénesis. La expresiéon de miR-
142 bloquea la diferenciaciéon de OCLs al
unirse al ARNm del gp130, que codifica para
el receptor de IL6, importante citoquina para
la diferenciacion osteoclastica.®

Conclusiones

En esta revisién nos hemos centrado en
la definicién y el mecanismo general de los
miARNSs, asi como en la influencia de algu-
no de ellos en la diferenciacion, activacién y
apoptosis de los OBLs y OCLs a través de
las principales vias de activacién. La inte-
gridad del esqueleto depende de la activi-
dad balanceada de ambas células, a través
de los procesos de modelamiento durante
el crecimiento y remodelamiento en edades
mas avanzadas. Con la edad disminuyen
la diferenciaciéon y actividad de los OBLs
a partir de células mesenquimales con un
desequilibrio hacia la formacién de adipo-
citos. La disminucion de estrégenos en la
menopausia induce a una mayor resorcion
osteoclastica e incremento en el riesgo de
fracturas. Los cambios en la expresion de
los miARN son los que llevan a la modifi-
cacién de todos estos procesos. Evidente-
mente, para los investigadores interesados
en el impacto de los miARN en la actividad
de las células 6seas, el reto mas importante,
a largo plazo, seria identificar el numero real
de miARN actuantes, asi como encontrar
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los ARNm a los cuales regulan, con el fin de
detallar su influencia sobre la homeostasis
6sea y detallar como sus cambios partici-
pan en el desarrollo de osteopatias metabé-
licas. Este Gltimo conocimiento respecto de
los cambios en la expresiéon de los miARNs
hara posible su uso futuro como biomarca-
dores y como blancos terapéuticos.
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