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Resumen

Diversos estudios recientes sugieren que los mecanismos epigenéticos, como la metilacion del ADN, jue-
gan un papel critico en la diferenciacion celular. Los osteoclastos son células capaces de resorber hueso.
Su diferenciacion esta estrictamente regulada por la via de senalizacion RANKL-OPG-RANK. Recientemente
nuestro grupo ha descrito que la expresion de RANKL y OPG en el linaje osteoblastico es regulada median-
te la metilacion de las regiones promotoras de estos genes. Esta revision resume el conocimiento actual
de como la metilacion del ADN influye en la osteoclastogénesis.
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Role of DNA methylation in the regulation of osteogenesis

Summary

Recent studies suggest that epigenetic mechanisms, such as the methylation of DNA, play a critical role in
cellular differentiation. Osteoclasts are cells with the capability of reabsorbing bone. Their differentiation
is strictly regulated by the RANKL-OPG-RANK signalling pathway. Recently, our group has reported that
the expression of RANKL and OPG by cells of the osteoblastic lineage is regulated by the methylation of
the promoter regions of those genes. This review summarizes current knowledge about the influence of
DNA methylation on the regulation of osteoclastogenesis.
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Introduccién

Los osteoclastos son células especializadas en la
resorcion Osea. Estas células se forman, mediante
un complejo proceso de diferenciacion (la osteo-
clastogénesis), a partir de precursores hematopo-
yéticos presentes en la médula 6sea'. El proceso
de maduracion estd liderado por la induccion de
la expresion de determinados genes caracteristicos
de los osteoclastos funcionales. La expresion de
estos genes inicia una serie de cambios en los pre-
cursores que permiten finalmente a los osteoclas-
tos maduros erosionar el hueso.

La actividad de los osteoclastos es imprescindi-
ble para llevar a cabo el remodelado 6seo, proce-
so que se encarga de renovar periddicamente el
tejido esquelético, sustituyendo hueso viejo por
hueso nuevo?. Las alteraciones en la actividad nor-
mal de estas células tienen un importante impacto
en la masa 6sea, por lo que los mecanismos mole-
culares que dirigen la diferenciacion de los pre-
cursores osteoclasticos deben ser finamente con-
trolados.

De un tiempo a esta parte, son varios los tra-
bajos que comienzan a senalar el posible papel de
los mecanismos epigenéticos como ejes regulado-
res de los procesos de diferenciacion celular.
Aunque todavia hay poca informaciéon disponible
acerca del papel que estos mecanismos pueden
tener en el hueso, varios estudios senalan la impli-
cacion de estas marcas en la regulacion de la
expresion de genes criticos para la biologia dsea*
°. El objetivo de esta revision es repasar el papel
de los mecanismos epigenéticos, mas concreta-
mente de la metilacion del ADN, en el control de
la osteoclastogénesis.

La metilacién del ADN

Todas las células del cuerpo humano, a excepcion
de las pertenecientes a la linea germinal, compar-
ten el genoma. Sin embargo, existen diferentes
tipos celulares, con diferentes funciones y com-
portamientos. Este hecho pone de manifiesto que
deben existir mecanismos que regulan estricta-

mente el progreso desde células totipotentes hasta
células totalmente diferenciadas y funcionales.
Ademas, idealmente, dichos mecanismos deberian
ser capaces de modular el progreso de la madura-
cion en respuesta a estimulos del microambiente,
promoviendo una diferenciacion celular tiempo y
lugar dependiente. Numerosos estudios sugieren
que los mecanismos epigenéticos son capaces de
regular varios de estos procesos de diferenciacion
celular®.

Los mecanismos epigenéticos se definen como
cambios en el ADN heredables, que no afectan a
la secuencia de bases, reversibles y que se mani-
fiestan como patrones especificos de expresion
génica’. A diferencia del genoma, se sabe que el
epigenoma (conjunto de marcas epigenéticas) es
dindmico, cambiando en respuesta al entorno, no
solo celular, sino también del individuo. Por el
momento se han descrito tres tipos de mecanis-
mos epigenéticos: la metilacion del ADN, la modi-
ficacion post-traduccional de histonas y los
microARNs®.

La metilacion del ADN es, con diferencia, el
mecanismo epigenético mas estudiado, quizas por
su implicacion en procesos neopldsicos. La metila-
cion del ADN es llevada a cabo por unas enzimas
conocidas como ADN metil transferasas (DNMTSs).
En mamiferos, las DNMTs catalizan la adicion de
un grupo metilo en la posicién 5  de citosinas
que preceden a guaninas, dinucleétidos conoci-
dos como CpGs’. De forma general, estos CpGs
aparecen metilados. Existen determinadas regio-
nes enriquecidas en CpGs, conocidas como islas
CpG, que aparecen preferentemente en regiones
cercanas a los promotores génicos o en los pro-
pios promotores. Curiosamente, estas regiones
suelen estar generalmente desmetiladas, y su
patron de metilacion puede cambiar entre los dis-
tintos tipos celulares™.

En lineas generales, se puede considerar que la
metilaciéon del ADN tiene un papel represor sobre
regiones promotoras con islas CpG, bloqueando la
expresion génica'. Aunque por el momento no se



conocen con certeza los
mecanismos por los cuales
la metilacion es capaz de
modular la expresion de
un gen, hay datos que
sugieren que la presencia
de grupos metilo dificulta
la union de factores de
transcripcion a sus secuen-
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Figura 1. Silenciamiento de la expresion génica mediante la metilacion de
dinucledtidos CpG en regiones promotoras. A) En ausencia de grupos meti-
lo en los CpGs localizados en la region promotora, los factores activadores
de la transcripcion son capaces de unirse a sus secuencias diana y reclutar a
la ARN polimerasa II para el comienzo de la transcripcion. B) En presencia
de grupos metilo, éstos son reconocidos por las proteinas MeCP2, que blo-
quean la unioén de factores de transcripcion a sus secuencias diana, impidien-
do el comienzo de la transcripcion. Ademads, las proteinas MeCP2 son capa-
ces de reclutar enzimas histona deacetilasa (HDAC) que se encargan del
remodelado de la cromatina, induciendo una conformacion menos accesible

cias diana, dificultando asi

el inicio de la transcrip-
cion®. Por otro lado, la
presencia de estos grupos
metilo es capaz de promo-
ver cambios en la confor-
maciéon de la cromatina,
haciendo que determina-
das regiones criticas para
el inicio de la transcripcion
sean menos accesibles
(Figura 1)®.

Es importante comentar
que la metilacion no sélo
tiene un papel importante
como reguladora de Ia
expresion  génica. De
hecho, como se ha comen-
tado anteriormente, la
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mayor parte de los CpGs
aparecen metilados, inde-
pendientemente de si su
localizaciéon es exonica,
intrénica o intergénica. Se cree que la metilacion
de estas zonas contribuye de una manera impor-
tante a la estabilidad del genoma'.

El papel de los mecanismos epigenéticos en el
hueso, y en concreto el de la metilacion del ADN,
estd empezando a ser estudiado recientemente.
Sin embargo, como ya se ha comentado, existen
varias evidencias que invitan a pensar que estos
mecanismos pueden ser importantes en la biolo-
gia Osea®”. En este sentido, se sabe que la metila-
cion del ADN regula el avance de la diferenciacion
de los precursores osteoblasticos, ademas de regu-
lar la expresion de varios genes implicados en la
homeostasis 6sea'™®. Por el contrario, poco se
sabe sobre el papel que la metilacion del ADN
tiene sobre la regulacion de la osteoclastogénesis.

Regulacion epigenética de la osteoclas-
togénesis: metilacion del ADN

El proceso de diferenciacion de un osteoclasto a
partir de células del linaje hematopoyético mono-
cito-macréfago ocurre generalmente cerca de la
superficie 6sea. Actualmente se sabe que hay dos
citocinas esenciales para una correcta diferencia-
cion osteocldstica: el factor estimulante de colo-
nias de macrofagos (M-CSF) y el activador del
receptor del factor nuclear KB (RANKL)"*. RANKL
es una proteina producida por varios tipos celula-
res. Aunque hasta hace poco se consideraba que
los osteoblastos eran la principal fuente de RANKL
en el entorno 6seo, recientemente se ha propues-
to que los osteocitos también pueden producir

activamente esta proteina*. La unién de RANKL al
receptor activador del factor nuclear kKB (RANK),
presente en los precursores de los osteoclastos,
desencadena una serie de mecanismos molecula-
res que promueven el inicio y avance de la dife-
renciacion de los precursores de los osteoclastos
(Figura 2)*. Basicamente, tras la interaccion entre
RANKL y RANK, éste Gltimo es activado y la senal
es transducida al interior celular a través del com-
plejo de senalizacion TRAF-IKK-NFKB, consi-
guiendo activar en ultimo término el factor de
transcripciéon conocido como factor nuclear de
células T activadas c1 (NFATc1)®?%. Este Gltimo, en
cooperacion con otros factores, induce los genes
especificos que determinan el fenotipo osteoclas-
tico. Por otro lado, ademas de RANKL, los osteo-
blastos también son capaces de producir OPG,
una proteina capaz de unirse a RANKL y bloquear
su interaccion con RANK*?, De hecho, la relacion
entre la produccién de RANKL y OPG se conside-
ra como un determinante importante de la tasa de
osteoclastogenésis.

Dado su papel clave en este proceso, RANKL
se ha convertido en una diana terapéutica valiosa
de cara al tratamiento de enfermedades esqueléti-
cas prevalentes en las que la masa Osea se ve alte-
rada. De hecho, varios estudios recientes han
demostrado como el bloqueo de RANKL median-
te anticuerpos neutralizantes consigue aumentar la
masa Osea en pacientes®. A pesar de su importan-
cia, por el momento no se sabe con certeza qué
mecanismos moleculares regulan su expresion. En
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Figura 2. Via de senalizacion RANKL-RANK en la diferenciacion
celular de precursores de osteoclasto. Los osteoblastos y los
osteocitos producen y secretan al medio RANKL. La interaccion
de RANKL con su receptor RANK, desencadena toda una serie
de reacciones moleculares en el citoplasma del precursor oste-
oclastico. En ultimo término, el factor de transcripcion NFATC1
es activado. Este factor, junto con otros, induce la expresion de
varios genes diana que dirigen la diferenciacion de los precur-

pacientes. En conjunto, nuestros resulta-
dos sugieren que existe una asociacion
entre los niveles de expresion de estos
genes y la metilacion de sus islas CpG,
de forma que niveles bajos de metilacion
permitirfan la expresion de RANKL, y la
consecuente induccion de la osteoclasto-

sores hacia osteoclastos maduros

génesis?.
Es importante mencionar que, ade-
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Conclusiones

— . El aumento en la esperanza de vida en la

| Activacion de genes diana | A ) g .
sociedad actual ha provocado un incre-
mento en el nimero de pacientes que

este sentido, nuestro grupo ha propuesto reciente-
mente que la expresion de RANKL y de OPG es
regulada mediante la metilacion de las regiones
promotoras de estos genes”.

Mediante un analisis bioinformatico, identifica-
mos dos islas CpG en el gen RANKL, una localiza-
da sobre la TSS de la isoforma I (CpG 1), y otra
localizada unas pocas bases antes del inicio del
gen (CpG 2). Por otro lado, también identificamos
otra isla CpG en el gen OPG. Tras el andlisis de la
expresion y el grado de metilacion en varias line-
as celulares osteoblasticas observamos que la
expresion de RANKL se asociaba inversamente con
el grado de metilacion de la isla 1, pero no con el
de la isla 2. Del mismo modo, la expresion de OPG
se asociaba inversamente con el grado de metila-
cion en la isla encontrada. El tratamiento de célu-
las que previamente no producian RANKL ni OPG,
y presentaban unos niveles de metilacion elevados
con un agente desmetilante, provocoé una bajada
de un 15% en los niveles de metilacion de las islas
estudiadas. Paralelamente a esta bajada en la meti-
lacion, el tratamiento indujo la expresion de ambos
genes, confirmando la relacion existente entre el
grado de metilacion y la expresion. Por otro lado,
observamos que la expresion de RANKL, asi como
el cociente RANKL/OPG, era significativamente
mayor en el tejido 6seo procedente de pacientes
osteopordticos que en el de pacientes artrésicos.
Sin embargo, las islas seleccionadas para el estudio
aparecieron hipometiladas en el tejido 6seo, y no
encontramos diferencias entre los dos grupos de

padecen enfermedades asociadas al

envejecimiento. Dentro de éstas, la oste-

oporosis es una de las enfermedades mas
representativas. La mayor parte de los tratamientos
actuales se centran en la modulacion de la resor-
cion 6sea, reduciendo asi la pérdida de masa Osea.
Por lo tanto, conocer con mayor profundidad los
mecanismos de la via de senalizacion RANKL-OPG-
RANK, eje regulador de la formacion de osteoclas-
tos, es de vital importancia. En este sentido, los
mecanismos epigenéticos parecen estar involucra-
dos en este proceso de diferenciacion celular. La
identificacion y el estudio de este tipo de mecanis-
mos permitird identificar nuevas dianas terapéuti-
cas, asi como entender mejor la patogenia y la fisio-
patologia de la osteoporosis.

Por otro lado, diversos estudios epidemiologi-
cos sugieren que los mecanismos epigenéticos, y
en concreto la metilacion del ADN, pueden tam-
bién estar implicados en la relacion entre el geno-
ma y el entorno, relaciéon que en muchas ocasio-
nes es determinante para el desarrollo de enfer-
medades esqueléticas®*. Aunque por el momento
no se ha encontrado una relacion directa entre los
perfiles epigenéticos y deficiencias 6seas, no se
puede descartar que la identificacion de marcas
epigenéticas especificas asociadas a enfermedades
esqueléticas pueden ser ttiles en el futuro para el
diagnéstico y la prevencion.

En conjunto, aunque los datos son todavia
escasos, los estudios existentes permiten aventurar
que la epigenética sera un tema importante en el
campo de la investigacion Osea y en el desarrollo
de nuevos firmacos antirresortivos en los proxi-
mos anos.
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