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Resumen

Los micro-ARN (miRs) son pequenas moléculas de ARN no codificantes que regulan la expresion génica
a nivel post-transcripcional. Generalmente actian sobre la expresion genética mediante el silenciamien-
to o degradacion de los ARNm, y estan implicados en la regulacion de varios procesos biologicos, como
la diferenciacion celular, la proliferacion, la apoptosis y en el desarrollo embrionario y tisular.
Actualmente son un importante foco de interés para el estudio de diversas enfermedades como el can-
cer o la diabetes mellitus tipo 2. A nivel del metabolismo 6seo, estin surgiendo diversos miRs implica-
dos en su regulacion, abriendo un campo de investigacion importante para identificar nuevos biomarca-
dores para el diagnostico de la enfermedad osteopordtica, de su evolucion, asi como para disefiar nue-
vas terapias farmacolégicas.
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What are microRNAs? Potential biomarkers and therapeutic targets in
0Steoporosis

Summary

Micro-RNAs (miRs) are small non-coding RNA molecules that regulate gene expression at post-transcrip-
tional level. Generally, they act on gene expression by silencing or degrading mRNAs, and are involved
in regulating various biological processes, such as cell differentiation, proliferation, apoptosis and in
embryonic and tissue development. They are currently a major focus of interest in the study of various
diseases such as cancer or type 2 diabetes mellitus. At level of bone metabolism, various miRs are emer-
ging that are involved in their regulation, opening an important research field to identify new biomarkers
for diagnosis of osteoporosis and its development, and to design new drug therapies.
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Introduccion

Los miRs fueron descubiertos en 1993 al estudiar
la regulacion del desarrollo del nematodo
Caenorbabditis elegans'. Son pequenas moléculas
de ARN (21-23 nucledtidos), no codificantes para
proteinas que constituyen una extensa familia de
genes reguladores postranscripcionales. Estan
implicados en la regulacion de varios procesos
biologicos, como la diferenciacion celular, la pro-
liferacion, la apoptosis y en el desarrollo embrio-
nario y tisular’. Funcionan como un gen epigené-
tico endodgeno y, aunque generalmente silencian
genes diferentes de aquellos de los cuales se han
transcrito, existen también miRs con funcion pro-
motora y/o coactivadora para otros genes’.

Desde su descubrimiento se han convertido en
uno de los temas mds estudiados en el campo de la
regulacion epigenética de las células, y actualmente
se encuentra disponible gran cantidad de informa-
cion que nos ha llevado a conocer mejor los proce-
sos biologicos en los que estan implicados. Todo
ello ha hecho que recientemente sean un foco de
interés para la medicina como dianas terapéuticas en
multitud de enfermedades. Hasta el momento actual,
han sido descritas mas de 2.000 secuencias distintas
de miRs en humanos, recogidas en la base de datos
de miRBase (http://www.mirbase.org).

Los miRs representan solo un 2-3% del genoma
humano, y se calcula que pueden regular la expre-
sion de aproximadamente un 60% de los genes'.
Un solo miR puede regular alrededor de 200 trans-
critos diferentes, pudiendo actuar cada uno en una
via celular distinta, asi como un mismo ARNm
puede ser regulado por multiples miRs*®.

La génesis de los miRs ha sido bien estudiada y
caracterizada por varios autores™. En primer lugar,
en el interior del nicleo los genes que codifican
para miRs se transcriben en forma de precursores
largos, dando lugar a los llamados miRs primarios,
cuya longitud varia entre cientos de pares de
nucleotidos. Este precursor es cortado por las ribo-
nucleasas Drosha y Pasha/DGCR8 en una o mds
moléculas de ARN con forma de horquilla, trans-
formandolo en premiRs de 60-70 nucledtidos. Los
premiRs salen del nudcleo hacia el citoplasma ayu-
dados por la Exportina-5, donde tendrd lugar el
proceso de maduracion del miR. En el citoplasma,
el premiR es transportado por el complejo RLC
(RISC loading complex) formado por la ARNasa
Dicer, TRBP (proteina de unién a ARN en respues-
ta a transactivacion), PRKRA (proteina quinasa acti-
vadora dependiente de ARN) y Ago2. Este comple-
jo produce el clivaje del premiR generando un
diplex con una cadena madura de miR y su com-
plementaria. La cadena madura junto con Ago2
formardn el complejo RISC (complejo silenciador
inducido por ARN) y la cadena complementaria
serd eliminada. RISC se une con una molécula de
ARNm (generalmente en la region 3’ no traducida)
que posee una secuencia complementaria a su
componente miR y corta el ARNm, lo que lleva a
la degradacion del ARNm o a modificar su traduc-
cion. Algunos miRs también sirven como guias
para la metilacion de secuencias complementarias;
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ambos procesos afectan a la transcripcion. La bio-
génesis y el mecanismo por el cual los miRs regu-
lan la expresion se ilustra en la figura 1.

La secuencia complementaria entre el ARNm y
el miR es de tan solo 7 nucledtidos, con lo que se
cree que cada miR podria potencialmente aparear-
se con cientos de ARNm diferentes. Del mismo
modo, una Gnica molécula de ARN podria tener
multiples sitios de unién a miRs. La inhibicion de
la traduccion debe requerir la union de varios
complejos RISC a la misma molécula de ARNm".

MicroARNs como biomarcadores

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada
por una disminucion de la masa 6sea y una altera-
cion de su calidad, con deterioro de la microarqui-
tectura, que lleva al aumento del riesgo de fracturas
con traumatismos minimos. A pesar de que actual-
mente disponemos de varias herramientas para eva-
luar el riesgo de fracturas osteopordticas, muchos
pacientes con bajo riesgo sufren fracturas y a la inver-
sa. Los miRs podrian anadir informacion para mejo-
rar la prediccion de este riesgo. Uno de los desafios
en el campo de la osteoporosis es la deteccion pre-
coz de la enfermedad osteoporética, lo que permi-
tirfa una actuacion temprana y la obtencion de
mejores resultados en los tratamientos. Para ello es
necesario desarrollar métodos no invasivos mas efi-
caces que sean predictores de la pérdida de masa
Osea, del riesgo de fractura y/o de la respuesta tera-
péutica, y que nos permitan monitorizar y valorar
la eficacia del tratamiento farmacolégico.

En este sentido, los miRs pueden ser unos nue-
vos biomarcadores de gran interés, ya que se ha
demostrado que son resistentes a la actividad
ARNasa en sangre periférica, lo que les confiere una
elevada estabilidad en suero y plasma. Por otro lado,
son reproducibles y tienen una elevada especificidad
tisular entre individuos'*2. Conocemos que los nive-
les de expresion de varios miRs varian con el enve-
jecimiento, y que un miR especifico puede tener un
efecto positivo y negativo en una misma célula
dependiendo de su estado de diferenciacion®.
Ademas, ya estan descritas distintas alteraciones en
la expresion de los miRs fuertemente relacionadas
con la aparicion y desarrollo de enfermedades
como el cancer, diabetes mellitus tipo 2, Alzheimer,
osteoartritis, etc.'* y su cuantificacion ya esta sien-
do utilizada como biomarcadores en el diagnéstico
y progresion de dichas enfermedades'®™.

En estos ultimos anos han empezado a descri-
birse distintos miRs relacionados con la enferme-
dad osteopordtica y/o el riesgo de fractura' )
aunque todavia los datos son escasos.

El miR-2861 ha sido el primer miR al que se le
ha atribuido una implicacién clinica en la osteopo-
rosis humana®. El miR-2861 tiene como molécula
diana una histona deacetilasa (HDAC5) la cual
regula de manera negativa RunX2. Mutaciones en el
locus que lo codifica inducen osteoporosis, y ani-
males tratados con inhibidores de miR-286 presen-
tan un fenotipo de baja masa 6sea. Posteriormente
se han descrito otros miRs que pueden desempenar
un papel importante en la regulacion del metabo-
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Figura 1. Biogénesis del micro-ARN
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lismo 6seo teniendo como diana a varios genes que
codifican factores de transcripcion cruciales en el
remodelado Gseo; sin embargo, atn se desconoce
cudles de ellos estan relacionados con una mayor o
menor tasa de recambio 6seo y baja masa 6sea. En
las figuras 2a y 2b podemos observar los distintos
miRs que actian tanto a nivel de células de estirpe
osteoblastica como osteoclastica*?,

Entre los diversos miRs descritos hasta el
momento actual cabe destacar el papel de algunos
de ellos como posibles biomarcadores del riesgo de
fractura osteopordtica en nuestra poblacion. En con-
creto, encontramos que miR-21, miR-23a, miR-24,
miR-25, miR-100, miR-125b, miR-518f y miR-328-3p
se encuentran sobre-expresados en el suero de
mujeres con fractura osteoporotica, mientras que la
expresion de miR-187 se ve disminuida'*®. Otros
estudios apuntan a miR-194-5p y miR-133a como
posibles biomarcadores asociados a la enferme-
dad osteoporética, demostrando que en el suero
de mujeres postmenopdusicas existen niveles mas
elevados de dichos miRs y, ademas, se correlacio-
nan negativamente con la DMO de columna y de
cuello de fémur*.

A pesar de que cada vez conocemos un mayor
nimero de miRs implicados en el metabolismo
0seo y que conocemos mejor la funcion biolégica
y su mecanismo de accion, todavia desconocemos
el mecanismo previo por el cual el miR llega a la
circulacion sanguinea, y su funcion en sangre tam-
poco es del todo bien conocida. Futuros estudios
que aclaren ambos aspectos nos podran ayudar a
buscar nuevos y mejores biomarcadores y selec-
cionar con mas criterio los ya propuestos.

También tenemos que tener en cuenta que,
para el uso correcto de los miRs como biomarca-
dores en la practica clinica, es necesario estable-
cer previamente una estandarizacion metodologi-

ca en el proceso de recogida de la muestra y en
las técnicas de normalizacion de la PCR real-time.

Los miRs como dianas terapéuticas
Los miRs juegan un papel fundamental en la regu-
lacion del metabolismo 6seo. Variaciones en sus
expresiones génicas pueden producir alteraciones
en el remodelado 6seo y tener consecuencias nega-
tivas en el esqueleto. Todo ello abre una nueva
ventana de posibilidades para el desarrollo de nue-
vas estrategias terapéuticas para el tratamiento de
diversas patologias 6seas como la osteoporosis.
Actualmente la industria farmacéutica esta inves-
tigando dianas farmacoldgicas dirigidas a normalizar
los niveles tisulares de miRs especificos, silenciando
aquellos que se sobre-expresan o aumentando sus
niveles en aquellos que presentan un déficit. Los
miRs pueden ser silenciados mediante las moléculas
llamadas anti-miARNs (AMOs). Estas son oligonu-
cledtidos no codificantes sintéticos que inhiben
competitivamente la interaccion entre los miRs y su
ARNm diana. Los AMOs mas ampliamente utilizados
son: 2-O-methyl AMO, 2-O-methoxyethyl AMO vy
el Locked Nucleic Acids (LNAs)*. Por otro lado,
estamos observando a menudo que los miRs traba-
jan en grupo para regular los procesos patologicos,
de manera que en lugar de disenar distintos anti-
miRs para un mismo tratamiento, se estan desarro-
llando los llamados miRs “esponja”, los cuales son
capaces de fijar numerosos miRs a la vez.
Contrariamente, si lo que queremos es restau-
rar los niveles disminuidos de un miR, la estrate-
gia es administrar miRs miméticos (miRmimics),
que son moléculas de ARN de doble cadena alte-
rados quimicamente que imitan a los miRs endo-
genos. Al ser introducidos en las células, los
miRmimics son reconocidos por la maquinaria de
la biogénesis de los miRs y procesados como tal.
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Figura 2a. Dianas y funcién de los micro-ARN sobre la diferenciacion y proliferacion de los osteoblastos
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Figura 2b. Dianas y funcion de los micro-ARN sobre la diferenciacion y proliferacion de los osteoclastos

miR-148a
miR-187
miR-503

T
@

Pre-osteoblasto miR-21

miR-133a
miR-422a

Y

fﬂ

Osteoblasto

miR-29b
miR-126a  miR-105
miR-146a  miR-223

El uso de miRs como agentes farmacologicas
ya estd siendo habitual en algunas patologias
tumorales y viricas’. En el momento actual, exis-
ten distintas moléculas farmacolégicas con accion
inhibitoria de miRs que estan siendo utilizadas en
fase II y III para el tratamiento de la hepatitis C,
miR-1 (miravirsen)* y RG-101%.

En cuanto al campo del metabolismo 6seo, los
avances en terapia son menores. Unicamente pode—
mos encontrar algunos estudios aislados que traba-
jan en modelos celulares o de animales. Cabe desta-
car un estudio reciente publicado en Nature en el
que se senala al miR-34a como un nuevo supresor
de la formacion de osteoclastos y reabsorcion 6sea,
lo que conlleva importantes implicaciones para el
tratamiento de la osteoporosis 0 metastasis Oseas. En
este estudio se muestra cOmo ratones con niveles
aumentados de miR-34a tienen una mayor densidad
6sea y menor tasa de fracturas Oseas. Tras la inyec-
cion de nanoparticulas que contienen el microARN,

se reduce tanto la pérdida de masa 6sea en los rato-
nes con osteoporosis postmenopdusica como la
metastasis 6sea en modelos de raton de cancer de
mama o piel®. Wang et al. inyectaron anti-miR-214
en ratones y también observaron una menor pérdi-
da de la masa 6sea en los animales tratados®.
Actualmente existen dos grandes limitaciones para el
uso de los miRs como agentes farmacolégicos. La
primera es que un mismo miR suele tener diferentes
genes diana a la vez y, ademas, puede comportarse
como inhibidor o promotor, dependiendo del gen
diana y del estadio de diferenciacion celular del
momento. Esta complejidad explica las dificultades
en la prediccion del espectro de accion y de los per-
files de toxicidad asociados a la terapia con miRs.
Para evitar este aspecto, recientes investigaciones se
centran en comprobar la estabilidad de los miRs y
dirigir su accion a los tejidos o células diana. La
segunda limitacion es que los miRs no modificados
pueden desencadenar reacciones inespecificas del
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interferén en los tejidos; la presencia de anti-miR o
miRmimics modula la expresion de genes estimula-
dores del interferon, provocando alteraciones en la
respuesta inmunoldgica.

Conclusiones

1. El papel de los miRs en la regulacion génica
es fundamental. Estdn implicados en la regulacion
de varios procesos biologicos como la diferencia-
cion celular, la proliferacion, la apoptosis y en el
desarrollo embrionario y tisular.

2. La expresion diferencial de los miRs induce
cambios en la mayoria de las etapas del desarro-
llo del esqueleto, de manera que el proceso de
remodelado 6seo también se ve regulado por dis-
tintos miRs.

3. El estudio de los distintos perfiles diferencia-
les de la expresion de los miRs en las patologias
del metabolismo 6seo nos conducen a identificar
nuevos biomarcadores de la enfermedad osteopo-
rética y de su evolucion.

4. Teniendo en cuenta que los miRs tienen un
papel crucial en el tejido 6seo, su mejor conoci-
miento nos puede llevar a tener nuevas dianas
terapéuticas.

5. La mejor comprension de la biogénesis de
los miRs y su papel en los procesos patogénicos
nos ayudara a tener nuevas herramientas en el
diagnoéstico y prondstico de la enfermedad osteo-
poroética, asi como nuevas dianas terapéuticas.
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