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RESUMEN
PAPEL DE LOS MICRO-ARNs EN ENFERMEDADES DEL METABOLISMO
OSEO

La osteoporosis y la artrosis son enfermedades cada vez mas
prevalentes en nuestro medio debido al aumento de la esperanza de vida,
estando muy influenciadas por factores ambientales y genéticos.

El objetivo de este estudio fue determinar la implicacién de algunos
mecanismos epigenéticos en estas enfermedades, mediante el analisis de
expresion de microRNAs.

Hemos analizado los microARNs en muestras de hueso de sujetos con
osteoporosis (n=8) y artrosis (n=8), determinando las diferencias de expresion
en los microRNAs mediante arrays. Encontramos diferencias significativas
entre los grupos en 9 de los microARNs analizados. Estos resultados fueron
validados en un segundo analisis en el que incluimos muestras de hueso de
sujetos con osteoporosis (n=19), artrosis (n=19) y controles (n=6). Analizamos
la expresion de aquellos microARNs mas destacados en los arrays, que fueron
miR-187, miR-193a-3p, miR-210, miR-214 y miR-518f. Habia una mayor
expresion de miR-518f en pacientes con osteoporosis frente a controles y
artrosis, mientras que miR-187 mostraba una mayor expresion en artrosis que
en controles y pacientes con osteoporosis.

Aunque no hemos podido confirmar en cultivos celulares la funcionalidad
de estos microARNs, estos resultados sugieren que miR-518f y miR-187
pueden estar implicados en la patogenia de algunas alteraciones esqueléticas

como la osteoporosis y la artrosis.
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Palabras clave: artrosis, epigenética, fracturas, hueso, microARN,
mMiARN, osteoporosis, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, suero.
SUMMARY:

ROLE OF MICRO-RNAs IN METABOLISM BONE DISORDERS

The prevalence of osteoporosis and osteoarthritis is increasing in parallel
with the increased life expectancy. They are determined by the interplay of
environmental and genetic factors.

The aim of this study was to determine how epigenetic mechanisms are
involved in these diseases, and specifically the analysis of expression of
microRNAs.

We measured microRNAs in bone samples of patients with osteoporosis
(n=8) and osteoarthritis (n=8), using mini-arrays. Significant between group
differences were found in 9 of the microRNAs analyzed. These findings were
replicated in a second analysis that included bone samples from subjects with
osteoporosis (n=19), osteoarthritis (n=19) and controls (n=6). In the replication
stage we analyzed the expression of the microRNAs showing the most
significant differences in arrays: miR-187, miR-193a-3p, miR-210, miR-214 and
miR-518f. We found that miR-518f displayed a significantly higher expression
in patients with osteoporosis. On the other hand, miR-187 displayed a
signifciantly higher expression in patients with osteoarthritis.

Although we could not confirm the functional effects of these microARNs
in vitro, our data suggest that miR-518f and miR-187 may participate in the
pathogenesis of skeletal disorders, such as osteoporosis and osteoarthritis.

Keywords: osteoarthritis, epigenetic, fractures, bone, microRNA, miRNA,

osteoporosis, osteoblasts, osteocytes, osteoclasts, serum
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1. INTRODUCCION

1.1.TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es el principal sistema de sostén y proteccién de los
organismos animales. Esta en constante renovacion a través de procesos de
formacion y resorcion. Este es un tejido conectivo que consiste esencialmente
en una matriz extracelular mineralizada y una fraccién celular muy activa:
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Sus funciones incluyen el sustento y
proteccion de las partes blandas; el anclaje muscular que permite los
movimientos; el ser reservorio de calcio, fosforo y otros elementos; y el
alojamiento de las células precursoras de la hematopoyesis. En los ultimos
afos estan emergiendo otras funciones, como la regulacién del metabolismo

energético, cuya importancia real esta por determinar.

1.1.1. Matriz extracelular

El principal componente organico de la matriz es el colageno tipo |, que
supone alrededor del 90%; el 10% restante lo componen una serie de
proteinas no estructurales de menor tamano, entre las que se encuentran la
osteocalcina, la osteonectina, algunas fosfoproteinas, sialoproteinas, factores
de crecimiento y proteinas séricas. La fase inorganica esta compuesta por
minusculos cristales de un mineral de caracter alcalino, la hidroxiapatita
[Ca10(PO4)s(OH),]. Estos cristales se incrustan entre las fibras de colageno
para formar un material que reune las caracteristicas adecuadas de rigidez,

flexibilidad y resistencia.
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1.1.2. Células especializadas
1.1.2.1. Células osteoprogenitoras

Son células pluripotenciales (células precursoras mesenquimales (CPM) o
células formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F)). Pueden diferenciarse
a osteoblastos, condroblastos, mioblastos, adipocitos y fibroblastos. En el
esquema siguiente se sefialan las posibles vias de diferenciacion de las células
precursoras mesenquimales y algunos de los genes clave en ese proceso (Fig.

1),

Osteoblastos (Runx2; OSX)

(Runx2; PPARYy2)

Célula madre — Célula hija pluripotencial Adipocitos (PPARYy2)

Condroblastos (Sox9)

Mioblastos (MyoD)

Fibroblastos

Fig. 1: Vias de diferenciacion de las células precursoras mesenquimales. Runx2: Factor de
transcripcion 2 relacionado con Runt; OSX: Osterix, PPARy2: Receptor activado por
proliferador de peroxisoma y2; Sox9: Sry tipo HMG box 9; MyoD: Proteina de determinacién de

mioblastos 1.

La diferenciacion de las células madre pluripotenciales a los diferentes
tipos de células depende de vias de sefalizacion y reguladores de
transcripcion que funcionan como “interruptores” moleculares.

Una de estas vias de sefalizacion es la via Wnt (“wingless”). Esta via no

es exclusiva del hueso, ya que interviene en otros procesos de embriogénesis,
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organogénesis y tumorogénesis (1). La activacion de esta via induce diversas
sefales intracelulares, principalmente en la via candnica o clasica (la mejor
conocida) y la via no candnica. La Wnt/B-catenina (candnica) constituye un
mecanismo esencial en la regulacion del remodelado éseo, controlando la
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis de los osteoblastos. En
condiciones normales, la B-catenina esta interaccionando con un complejo
proteico formado por la proteina de la poliposis adenomatosa del colon (APC),
la glucégeno sintetasa cinasa (GSK3) y la axina. De esta forma se produce la
fosforilacién de la B-catenina, lo cual favorece su identificacion por la BTrCP
(Proteina que contiene la repeticién p-transducina) ubiquitina y la degradacion
en los proteosomas, con lo que se mantienen bajos los niveles
intracitoplasmaticos de B-catenina.

La activacion de esta via se produce cuando los ligandos Wnt se unen
con el complejo de receptores frizzled (familia de receptores de membrana
serpentinados con siete dominios) y co-receptores de la familia LRP (Peptido
relacionado con el receptor de lipoproteina), que incluye al menos LRP4, LRP5
y LRP6. Esto produce una sefial a través de la axina, Frat-1 (Frequently
rearranged in advanced T-cell lymphomas) y proteinas Dsh (Dishevelled), que
conduce a la ruptura del complejo proteico formado por la APC, GSK3, axina y
B-catenina y evita la degradacién proteosomal de la B-catenina, lo que favorece
que se acumule en el citoplasma. Tras ello, la f-catenina penetra en el nucleo,
donde se une a TCF/LEF (Factor de transcripcién/Factor de unién a enhancer

de linfocitos).

Otra via importante en el hueso es la via RANK-RANKL-OPG (Receptor

activador del factor nuclear k B - Ligando del receptor activador del factor
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nuclear K B - Osteoprotegerin). RANKL es sintetizado por diversas células de la
linea osteoblastica. Varios trabajos recientes apuntan que la fuente principal
son los osteocitos. Sin embargo, hay otras células que también expresan
RANKL, como es el caso de los osteoblastos y quizas otros elementos
presentes en el estroma de la médula dsea. Los precursores de los
osteoclastos expresan el receptor RANK. La unién del ligando RANKL a su
receptor RANK es un potente estimulo para inducir la diferenciacion de esos
precursores hacia osteoclastos maduros. La union de RANKL a RANK induce
la expresion de TRAF-6 (factor asociado al receptor del TNF) y la activacién de
NF-kB (Factor nuclear kappa B), lo que induce la diferenciacion de los
precursores osteoclasticos y posiblemente un aumento de la actividad de los

osteoclastos maduros.

Las células de estirpe osteoblastica producen otro modulador, la
osteoprotegerina (OPG), que tiende a inhibir la actividad de esta via. La OPG
es una especie de “receptor sefiuelo”. Se une al RANKL y de esta manera evita
que este se una al RANK y en consecuencia que induzca la diferenciacion de

los precursores osteoclasticos.

En general, la activacién de la via Wnt inhibe la formaciéon de
osteoclastos, puesto que tiende a disminuir la union de RANKL a RANK por
aumentar la produccion de OPG. Por otro lado, el papel de la via Wnt mejor
conocido es la regulacion de la actividad osteoblastica. In vitro se ha
demostrado que la activacion de esta via induce un aumento de la
supervivencia de los osteoblastos. Por el contrario, las proteinas inhibidoras de
esta via (como veremos a continuacion), tienen un efecto negativo sobre la

supervivencia y actividad de los osteoblastos.
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Existen diversos inhibidores de la via Wnt. En algunos casos se trata de
moléculas que actuan como sefuelos que se fijan a los ligandos Wnt y
compiten asi por su fijacion al receptor. Es el caso de algunas proteinas
solubles tipo frizzled que son segregadas al medio extracelular. Otra molécula
inhibidora es la esclerostina, codificada por el gen SOST, que se expresa
esencialmente en los osteocitos y en los condrocitos. La esclerostina parece
fijarse a LRP5/6, impidiendo la formaciéon del complejo LRP5/6-frizzled-Wnt.
Otras moléculas capaces de antagonizar las sefales Wnt por unirse a los co-
receptores LRP5/6 y kremen son las de la familia Dkk (Dickkopf). Hay al menos
cuatro miembros de esta familia, de los cuales el tipo 1 (Dkk-1) es

especialmente importante en el hueso (Fig. 2) (2)(3)(4).

— Dkk, SO5
-~ \ e

LRP5 /6

1 () Mgl I .
/| Gsk3 |¥7x.\.__.\»cn<1 o oo | OB )
— 7 Y QO A e W . N
B o¥e " ket
iy T W B
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o . =
Axina | B-cat—{P ) * — - ) B-cat
— ki o~/ Y i GSK3 | P
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I APC % rmediada por ! Fd A\ B-cat/
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Fig. 2. Via Wnt: Via candnica: en ausencia de unién de los ligandos Wnt a su receptor
(izquierda), la B-catenina se degrada y los genes no se transcriben. Sin embargo, cuando se
activa la via (derecha) disminuye la degradacion de la B-catenina, con lo que se acumula en el
citoplasma, desde donde puede entrar en el nucleo y activar los factores de transcripcion. APC:
proteina de la poliposis adenomatosa del colon; B-cat: B-catenina; cK: caseina-cinasa; Dsh:
dishevelled; GSK3: glucégeno sintetasa cinasa 3B; sFRP: proteina soluble similar a frizzled;
SOST: esclerostina. (Velasco J, Riancho JA. La via Wnt y el hueso. REEM0.2008;17(1):5-9).
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Otro de estos “interruptores” es BMP2 (proteina morfogenética ésea 2)
una citoquina miembro de la superfamilia de TGF (Factor de crecimiento
transformante), capaz de promover la diferenciacion de las células
mesenquimales a osteoblastos in vitro e inducir la formaciéon de hueso in vivo.
El efecto de BMP2 esta mediado por la activacion de proteinas de la familia
Smad (Homodlogo del gen madres contra la decapentaplejia), que controlan la
trancripcion de genes osteogénicos tales como la fosfatasa alcalina, el
colageno de tipo |, la osteocalcina y la sialoproteina. Ademas, BMP2 controla la
expresion de Runx2 (Runt-related transcription factor 2) a través de Smad. Esto
establece la importancia del eje BMP2-Smad-Runx2 en la osteoblastogénesis
(5)(6). Por otro lado, algunos miembros de esta familia podrian tener efecto
quimiotacticos sobre los monocitos, promover la diferenciacion de los

osteoclastos y prolongar su supervivencia.

1.1.2.2. Osteoblastos

Derivan de las células mesenquimales pluripotenciales (7). Estos son
ricos en fosfatasa alcalina y segregan colageno tipo | y otras proteinas de la
matriz ésea. Presentan receptores para muchas hormonas, incluyendo la
paratohormona (PTH), la 1,25-dihidroxivitamina D, las hormonas sexuales y los
glucocorticoides. Las superficies éseas quiescentes estan recubiertas por una
capa de osteoblastos aplanados inactivos (células de revestimiento), formando
asi el endostio que separa la matriz ésea de la médula 6sea y del periostio.
Entre los osteoblastos y las células de revestimiento hay un estrecho contacto
por medio de las cadherinas (moléculas de adhesién celular dependiente de
calcio, que intervienen en el reconocimiento celular y la morfogénesis del

tejido) (8).
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La proliferacion y diferenciacion osteoblastica depende de un gran
numero de factores de transcripcion, factores de crecimiento y hormonas. El
conocimiento de estos factores de regulacion proporcionan la base para
comprender las bases moleculares de los trastornos del esqueleto.

Por ejemplo, la PTH estimula el crecimiento de las poblaciones de
osteoprogenitores y al mismo tiempo inhibe la apoptosis de los osteoblastos y
los osteocitos. Los glucocorticoides potencian la diferenciacion osteoblastica de
las células mesenquimales in vitro. Sin embargo, cuando se usan a dosis
elevadas con fines terapéuticos ejercen efectos negativos sobre la formacion
Osea al inducir la apoptosis de los osteoblastos y los osteocitos. La vitamina D
es un potente regulador de la expresion de muchos genes, incluyendo algunos
que favorecen la diferenciacion de osteoblastos (9)(10).

La via de senalizacion MAPK (Kinasas de proteinas activadas por
mitdégenos) tiene especial importancia en la traduccion de una amplia variedad
de senales extracelulares que modulan la actividad osteoblastica, tales como
las BMP, los ligandos Wnt no candnicos, PTH, TNF (Factor de necrosis
tumoral), y FGFs (Factor de crecimiento de fibroblastos) (11). Como hemos
explicado antes, el factor de transcripcion Runx2/Cbfa1 es especifico de
osteoblastos y es imprescindible para la diferenciacién (12)(13). Otro factor de
transcripcion especifico de osteoblastos implicado en etapas mas tardias de la
diferenciacion es Osterix, estando ambos regulados por BMP2 (5). El proceso
de crecimiento y diferenciacion de los osteoblastos se divide en varias fases:
proliferacion (con expresién de osteopontina, colageno, TGF-B); maduracion
(se expresan fosfatasa alcalina, sialoproteina y colageno) y mineralizacién (con

expresion de osteocalcina, osteopontina, colagenasa)(Fig. 3).
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Fig. 3 Diferenciacion osteoblastica.

1.1.2.3. Osteocitos

La mayor parte de los osteoblastos desaparecen al finalizar la sintesis
de osteoide, posiblemente por un fendbmeno de apoptosis o muerte celular
programada. Algunos, sin embargo, quedan atrapados dentro de la matriz ésea
(se estima que el 10-20% de los osteoblastos), transformandose en células de
aspecto estrellado, conocidas como osteocitos (14). Su localizacién en el tejido
0seo es ideal para detectar el estrés mecanico sobre el hueso y las
microlesiones de la matriz. Los osteocitos se situan en lagunas y emiten
prolongaciones celulares a través de canaliculos que les permiten la
comunicacion intercelular por medio de uniones tipo gap. Estas uniones estan
formados por dos hemicanales, cada uno de ellos integrado por seis moléculas
de conexina (conexon). La conexina mas abundante en el tejido éseo es la
conexina 43, que tiene un papel importante para asegurar la viabilidad de los
ostecitos y la capacidad de éstos para intervenir en la formacién y la resorcion
Oseas (15). Los osteocitos modulan la remodelacion 6sea por medio de la

secrecion de diversos factores, entre los que se encuentra la esclerostina
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(proteina codificada por el gen SOST), que como se ha comentado
anteriormente es un potente inhibidor de la formacién ésea. Por otro lado,
también expresan proteinas que modulan la formacion y la actividad de los
osteoclastos, tales como, RANKL y OPG, en respuesta a estimulos hormonales

0 mecanicos (16).

1.1.2.4 Osteoclastos

Son células grandes, multinucleadas, ricas en anhidrasa carbonica y
fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP). Se originan a partir de la fusion de
precursores mononucleares, de origen hematopoyético, relacionados con la
linea monocito-macréfago (17). Los osteoclastos son los encargados de la
resorcion del hueso. Para ello se unen a la superficie 6sea por uno de sus
polos, donde se encuentra el llamado borde en cepillo. En este proceso son
fundamentales los receptores de la vitronectina (integrinas avB3), que
reconocen la secuencia de aminoacidos Arg- Gly- Asp (RGD) del colageno y
otras proteinas de la matriz. Se forma asi un compartimento estanco bajo el
osteoclasto donde se liberan grandes cantidades de hidrogeniones, que
disuelven los cristales de hidroxiapatita, y enzimas lisosomales que degradan
las proteinas de la matriz. Ademas producen una serie de proteasas, como la
catepsina K, que tiene un papel fundamental en la resorcion 6sea. Los
osteoclastos internalizan los productos de degradacion de la matriz, tanto
organicos como inorganicos, en vesiculas endocitésicas que atraviesan la
célula y son evacuadas al exterior por el polo opuesto. Esto les permite

continuar con la resorcion sin despegarse de la superficie ésea (Fig. 4).
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Fig. 4. Osteoclastogénesis. CPM: Célula precursora de origen mesenquimal; OPG:
Osteoprotegerina; SOST: Esclerostina; Wnt: ligandos Wnt; RANKL: Ligando del receptor
activador del factor nuclear k ; RANK: Receptor activador del factor nuclear k B; CFU-M:
Célula formadoras de colonias de macrofagos; IL1: Interleucina 1; TNF-a: Factor de

necrosis tumoral a; IL6: Interleucina 6; PGE: Prostaglandinas.

1.2.REMODELADO Y MODELADO OSEOS

El remodelado es un proceso equilibrado que consiste en la resorcion de
una cantidad determinada de hueso, llevada a cabo por los osteoclastos,
seguida de la formacién de nueva matriz osteoide por los osteoblastos y su
posterior mineralizacion (18). Este proceso permite en condiciones normales la

renovacion de un 5-15% del esqueleto al afo. Si estos dos procesos de
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formacion y resorcién se mantienen balanceados, la masa 6sea se mantendra
estable. Por el contrario, el desequilibrio entre ellos favorece el desarrollo de
enfermedades éseas. Asi, la disminucién de la masa ésea, caracteristica de la
osteoporosis, puede deberse a un aumento en el numero de osteoclastos o su
actividad, a un descenso en el numero de osteoblastos o su actividad, o a una
combinacién de ambos fendémenos. El remodelado 6seo esta regulado por
diversos factores sistémicos y locales, aun no del todo conocidos.

Se puede dividir en cuatro fases:

-Fase inicial o de activacion: Se produce la diferenciacion de los
precursores de los osteoclastos hacia células maduras. Los osteoclastos
maduros se unen al lugar donde se llevara a cabo la resorcion. Las células de
revestimiento se contraen y liberan colagenasas para que los osteoclastos
puedan realizar el anclaje.

-Fase de resorcién: Los osteoclastos inician la resorcién (ver arriba) y se
producen de esta forma cavidades en el hueso cortical y lagunas en el
trabecular (llamadas lagunas de Howship).

-Fase de inversion: Cuando los osteoclastos terminan la resorcion
desaparecen por apoptosis. A continuacion tiene lugar una fase de inversion
que es mal conocida. Segun algunos investigadores, la laguna es colonizada
por macrofagos que liberan factores de crecimiento para favorecer la formacion
y acaban de degradar el colageno.

-Fase de formacion: La llevan a cabo los osteoblastos, que sintetizan el
componente organico de la matriz y controlan el depdsito de minerales.

El tiempo necesario para que se produzca un ciclo entero del

remodelado 6seo es de aproximadamente seis meses.
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El modelado 6seo, en contraposicion al remodelado, es un proceso que
produce cambios en el tamafo y la forma del hueso. Es esencial durante el
periodo de crecimiento y en la vida adulta también tiene lugar, bajo ciertas
condiciones. Asi, durante la curacion de las fracturas. Ademas, parece ser
importante para la adaptacion del esqueleto a los cambios en los estimulos
mecanicos que recibe. De hecho, es un proceso que esta principalmente
regulado por fuerzas mecanicas y que contribuye al mantenimiento de la

resistencia (19)(20).

1.3. ENFERMEDADES OSEAS

La osteoporosis y la artrosis son, debido al aumento en la esperanza de
vida, cada vez mas prevalentes en nuestra sociedad y constituyen una
importante causa de morbilidad en la edad adulta. De hecho, entre las
enfermedades dseas son las mas importantes en funcion del numero de
personas afectadas.

1.3.1. OSTEOPOROSIS

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada por una disminucion
de la masa 6sea y un deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, que
condicionan un aumento de la fragilidad del hueso y el consecuente aumento
del riesgo de fractura (21). En 1994, la Organizacién Mundial de la Salud
establecid un punto de referencia en los valores de la densidad mineral 6sea
(DMO) como diagndstico de osteoporosis, basandose en la relacion que existe
entre el descenso de la DMO y el aumento del riesgo de fractura (22). Hoy
sabemos que la DMO no es el unico factor que condiciona la resistencia del

hueso, ni el unico que predice el riesgo de fractura. Hay que tener en cuenta
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que no solo la masa de tejido 6seo es importante como determinante de la
resistencia del esqueleto; lo son también otros factores, especialmente la
geometria y la microestructura. Entre los factores clinicos determinantes del
riesgo de fractura se encuentran la edad, el sexo, factores demograficos,
antecedentes personales o familiares de fractura previa, la probabilidad de
caida, el indice de masa corporal, la inmovilizacion, el consumo de alcohol y
tabaco, los habitos nutricionales, el consumo de algunos farmacos y ciertas
enfermedades. Ademas, cabe destacar que la DMO y la propensién a las
fracturas tienen un fuerte componente hereditario (23)(24)(3)(25).

En nuestro pais la prevalencia de osteoporosis en mujeres mayores de
50 afios esta en torno al 35-40%. Es de destacar que se estima que en Espafia
se producen unos 30.000 casos de fractura de cadera al afio, calculandose una
tasa de mortalidad en el primer afio tras la fractura entre el 10 y el 30%. Por
otro lado, soélo entre un 20 y un 35% de los pacientes recupera la
independencia funcional previa. La prevalencia de osteoporosis y fracturas
asociadas es similarmente elevada en otros paises como Estados Unidos,
Gran Bretana, Alemania, China y Latinoamérica (26)(27). En el ano 2005 se
estimé que 200 millones de mujeres padecian osteoporosis y se produjeron
unos 9 millones de fracturas osteoporéticas en el mundo, de las cuales 1,6
millones eran de cadera; 1,7 millones de hombro y 1,4 millones eran fracturas
vertebrales sintomaticas. Se estima que ello supuso un coste anual de 13.000
millones de euros en EEUU y 30.000 millones de euros en la Unién Europea.
Debido al aumento en la esperanza de vida, se estima que para el afio 2050 se
produzcan cada afio unos 6,3 millones de fracturas de cadera en el mundo

(28)(29)(30).
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1.3.2. ARTROSIS

La artrosis se caracteriza por una alteracion progresiva del cartilago
articular y del hueso subcondral. La enfermedad puede ser definida por los
sintomas que produce (dolor, tumefaccién, rigidez articular), por alteraciones
radiograficas (disminucion del espacio articular, esclerosis subcondral,
osteofitos, formacién de quistes subcondrales) o por ambas. Como
consecuencia de las limitaciones funcionales que ocasiona, genera una
importante limitacion de la calidad de vida y un elevado coste sanitario. Se
piensa que alrededor de un 12% de la poblacién mayor de 60 afios sufre una
artrosis sintomatica a nivel de la rodilla y el 7% a nivel de la cadera (31). Los
factores de riesgo que favorecen esta enfermedad son la edad, el sexo, la raza,
el sobrepeso y los traumatismos. Se considera que la direccion, la intensidad y
la repeticion de las fuerzas de carga son importantes y, como la osteoporosis,
la artrosis tiene un fuerte componente genético (32)(33)(34)(35)(36)(37).

Los estudios epidemioldgicos sugieren que los pacientes con artrosis no
sélo presentan una formacion 6sea aumentada a nivel de las regiones afectas,
sino que tienen una densidad mineral 6sea aumentada de manera global. Por
tanto, la osteoporosis y la artrosis podrian considerarse como trastornos
opuestos en cuanto a los cambios de la masa 6sea que tienen lugar en ellos

(38).

1.4  GENETICA Y EPIGENETICA

Se considera que la historia de la genética comienza con el trabajo de
Gregor Mendel (1866), quien establecié las conocidas como Leyes de Mendel.

En 1910 se demuestra que los genes residen en los cromosomas y se realiza
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el primer mapa genético de los cromosomas. En la década de los 30 se
establece que el ADN se encuentra en los cromosomas y que los genes
codifican proteinas. Con la publicacién de la primera secuencia del Proyecto
del Genoma Humano en el afo 2003 se creia que tendriamos la respuesta a la
incégnita de la diversidad y el control de los genes, pero hoy dia sabemos que
la expresion de los genes no guarda relacion unicamente con la secuencia de
ADN. Depende de mecanismos de corte y empalme de los exones, de la
traduccién de los ARN resultantes y de otros mecanismos de regulacion. Entre
estos ultimos se encuentran los mecanismos epigenéticos. Estos se definen
como los mecanismos que determinan cambios heredables (al menos a través
de la mitosis) en la expresion de los genes que no pueden ser atribuidos a
cambios en la secuencia del ADN (39). No obstante, los cambios en la
expresion génica dependientes de mecanismos epigenéticos son reversibles,
presentan una enorme plasticidad y se consideran esenciales para la
diferenciacion de las células y su capacidad de adaptacion, y en consecuencia
la de los organismos, a las modificaciones de las condiciones ambientales. Los
mecanismos epigenéticos mejor conocidos son (40):

- Modificacion post-traduccional de las histonas: incluyen modificaciones
quimicas post-traduccionales como acetilacion, metilacion, fosforilacion,
glucosilacién, etc. Estas modificaciones representan sefiales que actuan como
un codigo que marca si la cromatina esta activa (cromosoma relajado y gen
con capacidad de expresarse) o inactiva (nucleosoma condensado y gen
silenciado). Esto es lo que se denomina el cédigo de histonas. Son varias las
enzimas involucradas en este proceso, pero las mas estudiadas son las

acetiltransferasas (HAT, acetilan las histonas, relajan al nucleosoma y activan
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la expresion del gen) y las desacetilasas de histonas (HDACT, desacetilan las
lisinas de las histonas, condensan el nucleosoma y silencian la expresion del
gen).

- Metilacion de las citosinas del ADN: su consecuencia es a menudo el
silenciamiento de la expresion. Consiste en la adicién enzimatica de un grupo
metilo (-CHs) al carbono en posicion 5 de la citosina que forma parte del
dinucledtido CpG, es decir, ocurre en citosinas seguidas por guaninas. En el
genoma humano, el 70% de estos dinucledtidos se encuentran metilados. Sin
embargo, algunas regiones pequefas del ADN, llamadas islas CpG, presentes
en los promotores de muchos genes, estan protegidas de la metilacion, lo que
puede permitir la transcripcidn activa de los mismos.

- Complejos proteicos Polycomb y Trithorax: Los complejos
multiproteicos del Polycomb (represor) actuan modulando la cromatina hacia
unas formas menos accesibles, que no sean reconocidas por los factores
inductores de la trascripcién. Por su parte el grupo proteico Trithorax (activador)
regula positivamente la expresion génica, haciendo que la cromatina sea mas
accesible a la maquinaria transcripcional.

- Silenciamiento génico mediado por ARN no codificante: por su relacion
directa con este estudio, nos referiremos mas adelante a este mecanismo
epigenético.

De esta forma, la epigenética constituye la respuesta a como un mismo
genotipo puede dar lugar a distintos fenotipos. Es decir, esto explica porqué en
un individuo todos los tejidos tienen el mismo genoma, pero la estructura y la
actividad celular de cada uno de ellos varian enormemente. El epigenoma de

un individuo en un tipo celular determinado depende de variaciones
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estocasticas, de factores genéticos y de factores ambientales. A menudo va
cambiando a lo largo de la vida. Por otro lado, las alteraciones epigenéticas
pueden influir en la regulacion de los genes y contribuir al desarrollo de
diversas enfermedades, en particular, las de tipo “complejo”, dependientes de
la influencia de numerosos genes y factores ambientales. Entre ellas, se
encuentran la osteoporosis y la artrosis. Los mecanismos epigenéticos
representan una de las formas de interaccién entre los factores genéticos y los
ambientales. A menudo, los factores de riesgo de tipo genético seran
transmitidos de generacion en generacién, pero su expresion fenotipica
dependera de la interaccidén con otros genes y con factores ambientales. Esto
puede hacer que algunas susceptibilidades genéticas se expresen sélo en

etapas avanzadas de la vida (41).

1.4.1. MicroARN
1.4.1.1. Aspectos generales

En 1993 Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum describieron
como lin-4, un gen que interviene en el control del desarrollo de C. elegans, no
codificaba ninguna proteina, pero en cambio daba lugar a dos ARNs pequefios,
uno de 22 y otro de 61 nucleotidos de longitud. Se vio que el mas largo podia
adoptar una conformacion en stem loop y que era el precursor del mas corto.
Estos hallazgos representaron la identificacion del primer miembro de una
nueva clase de ARNs: los microARN(42). Hoy dia se han identificado mas de
1800 microARNSs en células humanas (ver www.mirBase.com).

Los microARNs son moléculas de 18 a 25 nucledtidos que no codifican

proteinas, sino que impiden la expresion de un determinado gen a nivel post-
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transcripcional. Esto lo logran bloqueando la traduccién o induciendo la
degradacion de ARN mensajeros especificos (que tienen una secuencia
complementaria al microARN). Fisioldgicamente, los microARNs ejercen varias
funciones, ya que, ademas de regular la expresion génica por los mecanismos
anteriormente citados, pueden remodelar la cromatina al modificar el patréon de
metilacion de una secuencia especifica y pueden realizar la correccion de
errores en la metilacién.

Al regular negativamente la expresién de muchos genes, los microARN
participan en diversas fases del desarrollo normal y patoldgico. El efecto final
dependera de la funcién del gen que bloquee. Por ejemplo, si se trata de un
gen que favorece el desarrollo de ciertas lineas celulares, dara lugar a una
menor diferenciacion, division o inhibicion de ciertas funciones; si es un gen
que inhibe, tendra una accion estimulante. De esta forma, se ha sugerido su
implicaciéon en multiples enfermedades y funciones del organismo humano.
Aunque nuestros conocimientos sobre microARNs son aun limitados, se
supone que comprenden alrededor de un 1% de los genes en animales (43).

Recientemente varios autores han publicado que los microARNs se
encuentran de manera muy estable en diferentes fluidos del organismo, como
puede ser la sangre, el liquido cefalorraquideo, el humor vitreo, etc. Esto hace
pensar que podrian servir en el futuro como biomarcadores con fines
diagndsticos y prondsticos, ademas de su potencial uso terapéutico
(44)(45)(46).

Cada microARN puede tener muchas dianas y cada ARN mensajero
puede estar regulado por mas de un microARN. Debido a esto, la identificacion

experimental de dianas de los microARNs es dificil. Por ello, en los ultimos
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afos, ha habido un gran interés en el desarrollo de bases de datos
bioinformaticas que predicen estas uniones. Una de las contribuciones mas
importantes para el reconocimiento de nuevas dianas fue el establecimiento de
secuencias cortas de unos 6-8 pares de bases consecutivas en el microARN
que se unian al ARNm diana con una complementariedad perfecta. Estas
zonas de union suelen encontrarse en la region 5’ del microARN, y se las
conoce con el nombre de semilla (seed sequence). A pesar de que todos estos
métodos tienen unas bases en comun, pequefias diferencias en los algoritmos
de prediccion y la dificultad para identificar la region UTR 3” exacta de un gen
provocan que a menudo se observe una gran diversidad entre los resultados
ofrecidos por los diferentes programas de cara a la prediccion de los genes

diana de los microARN.

1.4.1.2. Sintesis de microARN

Los genes de los microARN se transcriben inicialmente por la
polimerasa Il, dando lugar a una molécula parecida a un ARNmM de
transcripcion, que contiene una region 5° con un grupo fosfato y una cola poli-
A. Este primer transcrito, llamado pri-microARN (constituido por unos 70
nucleodtidos), es un ARN bicatenario en forma de horquilla, que es después
procesado por una enzima ARNasa lll, llamada Drosha y su cofactor Pasha
(C.elegans) o DGCRS8 (Region critica de DiGeorge 8, en mamiferos). Estas,
localizadas principalmente en el nucleo, se encargan de cortar las bases de la
horquilla, dando lugar asi a lo que se conoce como pre-microARN.

El pre-microARN es exportado después del nucleo al citoplasma, por
medio de la Exportina 5 (Exp5), RAN-GTP dependiente, a través de poros

nucleares. En el citoplasma el pre-microARN es procesado por la
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endonucleasa Dicer en microARN duplex, el cual se separa en dos hebras de
20-25 nucledtidos, una de las cuales se une con el complejo RISC (Complejo
de silenciamiento inducido por ARN). Esta hebra, que se conoce como el
complejo guia, es seleccionada por la proteina Argonauta (ARNasa
cataliticamente activada en el complejo RISC). La otra hebra se conoce como
anti-guia y es degradada por RISC. Finalmente el complejo guia con RISC se
puede unir con ARNmM complementario en el citoplasma y regular

negativamente la expresion de genes (47) (Fig. 5).
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Pre-miARN
Nucleo | '
I RAN-GTP, Exportin-5
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e N— .
D miARN duplex

ETENISIT miARN

Fig. 5. Biogénesis de microARNSs .

Como hemos avanzado antes, la regulacion negativa de la expresion

geénica puede producirse por dos tipos de mecanismos:
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e Si el microARN es exactamente complementario a la region 3'-
UTR del ARNm, inhibira la expresién de ese gen, por degradacion
del ARNm.

* Si el microARN no es exactamente complementario al ARNm,
inhibira la expresion por bloqueo de la sintesis proteica. A su vez,
esta inhibicion puede consistir en: bloqueo del inicio de la
traduccién, inhibicion de la elongacién o degradacién de la
proteina.

Uno de los principales puntos de discusién en este campo gira en torno
a qué grado de complementariedad es necesario para inhibir la expresion de
un gen o para el bloqueo de la traduccién. Inicialmente se creia que era
necesaria una complementariedad de al menos 11 pares de bases para que
hubiera una elevada afinidad en el reconocimiento del ARNm diana por parte
del complejo guia, de manera que por debajo de este numero la afinidad del
complejo guia con su diana se encontraria comprometida. Sin embargo,
Doench y Sharp establecieron que la habilidad de los microARNs para suprimir
la traduccion depende de la energia libre de union entre los primeros 8
nucledtidos del extremo 5’ del microARN y del ARNm diana. Por otro lado,
también se ha descrito cdémo multiples copias del complejo guia con una
homologia de 7 nucledtidos pueden unirse a su diana al mismo tiempo para

compensar la baja afinidad de la union individual (43)(48).

De esta forma, cada microARN puede regular negativamente la
expresion de multiples genes; y multiples microARNs pueden actuar sobre un
mismo gen, haciéndolo generalmente sobre distintas posiciones de la region

3’-UTR del ARNm.
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1.4.2. MicroARNs vy enfermedades éseas

1.4.2.1. MicroARNSs y diferenciacion osteoblastica

Varios estudios recientes han encontrado numerosos microARNs
reguladores de genes formadores de hueso, incluyendo factores de
transcripcion, sefiales moleculares y receptores. Por ejemplo, Scheideler et al
(49) analizaron la expresion de genes durante la diferenciacién de las células
mesenquimales hacia osteoblasto o adipocito y encontraron 65 genes con
expresion diferencial. Tras ello, mediante analisis bioinformatico, estimaron que
el 80% de estos genes son susceptibles de regulacion por parte de unos 30
microARNSs, pero hay que tener presente que un mismo miARN puede regular
varios genes, y varios microARNs pueden influir en la expresién de un gen

determinado.

1.4.2.2. MicroARNSs inhibidores de la osteogénesis

Inose et al (50) describieron en cultivos celulares y en ratones que la
sobreexpresidon mir-206 (inicialmente descrito en musculo esquelético y
cardiaco) inhibe in vivo e in vitro la diferenciacion osteoblastica,
independientemente de la diferenciacion mioblastica, a través de una
disminucién de conexina 43 y probablemente otras moléculas no identificadas.

Huang et al (51) determinaron mediante un analisis bioinformatico
(potenciales uniones a su regién 3'-UTR) los microARNs que pueden inhibir
Runx2, un factor critico para diferenciacion de los osteoblastos. En un primer
analisis identificaron como candidatos mir-135, mir-466, mir-23, mir-467 y mir-

204 y su homologo mir-211. Tras valorar su efecto en cultivos celulares
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concluyeron que solo mir-204/211 tiene efecto inhibitorio sobre Runx2,
fomentando de esta forma la adipogénesis e inhibiendo la osteogénesis.
Posteriormente, Chen et al (52) determinaron también en cultivos celulares
como mir-133a y mir-204/211 actuan sobre la osteogénesis mediante la
modulacién de los niveles de Osterix y Runx2.

Kapinas et al (563)(54) demostraron en cultivos celulares de osteoblastos
que mir-29a y mir-29c estan regulados por la via canénica Wnt e inducen un
descenso en los niveles de osteonectina, con la consiguiente inhibicién de la
diferenciacion osteoblastica.

Li et al (55) observaron en cultivos celulares que la sobreexpresion de
mir-133 y mir-135a inhibia Runx2 y Smad5, respectivamente. Por ello
consideraron que estos microARNs inhiben la osteogenesis y favorecen la
miogénesis (especialmente mir-133).

Hassan et al (56) describen cémo el complejo de microARNs mir-23a,
mir-27a 'y mir-24-2, que comparten un mismo promotor, es regulado
negativamente por Runx2. Ademas, cada uno de estos microARNSs inhibe la
osteoblastogénesis mediante la regulacion negativa de SATB2 (Proteina
especial de union 2 de secuencia rica AT). Por otro lado, el mir-23a disminuye
la expresion de Runx2.

Luzi et al (57) observaron como al inhibir mir-26a se producia un
incremento en los niveles de Smad1. Esto favorece la diferenciacion
osteoblastica e induce un incremento en los niveles de fosfatasa alcalina,
osteocalcina, colageno tipo 1 y osteopontina.

Itoh et al (58) identificaron coémo la transfeccion de células

preosteoblasticas de raton con mir-141 y mir-200a suprimia su diferenciacion.
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Estos autores determinaron que el principal sitio de union de estos miARNSs era
DIx5 (Distal-Less Homebox-5). Su accidén se traducia en una disminucion de la
expresion de Osterix (Osx), BMP2 y fosfatasa alcalina.

Mizuno et al (59) determinaron que mir-125b regula la diferenciacién
osteoblastica en etapas iniciales. El estudio se realizé con células madre de
raton. Estos autores observaron que mir-125b inhibe la diferenciacion
osteoblastica, con un descenso de fosfatasa alcalina y osteocalcina en células
transfectadas con este microARN. Posteriormente, mediante analisis
bioinformatico identificaron como posible diana osterix, pero los resultados no
fueron concluyentes.

Schaap-Oziemlak et al (60) identificaron en células madre de corddn
umbilical tres microARNs que tenian una menor expresion durante la
diferenciacién osteogénica (hsa-mir-135b, hsa-mir-224 y hsa-mir-31). Las
diferencias de expresion fueron mucho mas marcadas en hsa-mir-135b.
Ademas mediante transfeccion de este microARN demostraron su efecto
inhibidor sobre la expresion de sialoproteina, osterix, osteocalcina y Runx2.

Eskildsen et al (61) identificaron cdmo mir-138 regula negativamente la
diferenciacion osteogénica a partir de los precursores mesenquimales.
Mediante analisis bioinformatico establecieron la posible relacion de este
microARN con FAK (Kinasa de adhesion focal), quinasa que se ha sugerido
como enlace entre la activacion de Runx2 y ERK1/2 (Quinasas reguladas por
sefales extracelulares) en la osteogénesis.

Yu et al (62) determinaron el efecto positivo de los osteoclastos sobre la
diferenciacion osteogénica de los fibroblastos in vitro. Esta bien establecido

que los osteoclastos promueven la diferenciacion de osteoblastos. El
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mecanismo por el que los osteoclastos inducen la diferenciacion osteogénica
de los fibroblastos no esta aclarado, pero si sabemos que los fibroblastos y los
osteoblastos derivan de la misma estirpe celular. Ademas, se ha visto en otros
estudios que los osteoclastos pueden influir sobre las osificacion heterotdpica
mediada por fibroblastos. Mediante anadlisis de microarrays en cultivos de
fibroblastos en un medio enriquecido con osteoclastos identificaron un grupo de
microARNs cuya expresion disminuia (hsa-mir-20a, hsa-mir-300, hsa-mir-185,
hsa-mir-30d, hsa-mir-320a, hsa-mir-130b, hsa-mir-33a, hsa-mir-155, hsa-mir-
222). Mediante analisis bioinformaticos establecieron una probable relacién de
estos miARNSs con los genes BMP2, osteocalcina y Runx2.

Yang et al (63) demostraron en cultivos de osteoblastos de ratén cémo
miR-93 inhibe la mineralizacion osteoblastica a través de una disminucion en
la expresion del factor de transcripcidon Sp7. A su vez, demostraron una
regulacion negativa de Sp7 sobre los niveles de miR-93, estableciendo asi un
mecanismo de retroalimentacion negativa.

Kim et al (64) determinaron en cultivos celulares como FoxO1 es
bloqueado por miR-182. FoxO1 (Forkhead cuadro O1 de proteina, principal
regulador del estrés oxidativo 6seo e implicado también en la masa Gsea)
favorece la proliferaciéon y la diferenciacion de los osteoblastos y disminuye su
apoptosis. Por tanto, miR-182 tiende a inhibir la osteogénesis.

Zhang et al (65) identificaron mediante analisis bioinformatico
(programas TargetScan, PicTar, RNA22) 11 microARNs cuya diana era Runx2
(mir-23a, mir-30c, mir-34c, mir-133a, mir-135a, mir-137, mir-204, mir-205, mir-

217, mir-218, mir-338). Posteriormente en cultivos celulares de osteoblastos y
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condrocitos demostraron que todos estos microARNs (excepto mir-218)
inhibian selectiva y directamente Runx2.

Posteriormente Itoh et al (66) también observaron en preosteoblastos de
ratbn como mir-208 producia un descenso de BMP mediante regulacion de
Ets1, con su consiguiente efecto inhibidor sobre la diferenciacion osteoblastica.

Wang et al (67) establecieron, tras estudiar muestras de fémur de 40
pacientes, como mir-214 presenta una relacion directa con la edad e inversa
con la masa 6sea. Esto ultimo puede deberse a que mir-214 tiene como gen
diana ATF4 (Factor activador de la transcripcion 4), por lo que podria ejercer un
efecto inhibitorio sobre la diferenciacion osteoblastica.

Liu et al (68) determinaron en cultivos celulares como mir-17 actua
inhibiendo la diferenciacién osteoblastica por accién sobre TCF3, pieza clave

en la via Wnt.

1.4.2.3. MicroARNs estimuladores de la osteogénesis

Li et al (69) describieron como miR-2861 inhibe la histona deacetilasa 5
(HDACS5), que potencia la degradacién de Runx2. En cultivos celulares
murinos en los que inhibieron miR-2861 se produjo un aumento de la expresion
de HDACS5 y un descenso de Runx2, inhibiendo asi la formacion 6sea. Por el
contrario en presencia de miR-2861 hubo menor expresion de HDAC5 y mayor
de Runx2. A su vez, identificaron en hueso fracturado de una familia de sujetos
con osteoporosis precoz algunas mutaciones de pre-miR-2861 que reducen su
expresion. Estas no se observaron en sujetos sanos, ni en otros sujetos con
osteoporosis, lo que establece una relacion con el desarrollo de una variante

de osteoporosis precoz primaria en humanos.
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Mizuno et al (70) demostraron que miR-210 se une al receptor tipo 1B de
la activina A (AcvR1b), inhibiendo la via TGF/activina, lo cual estimula la
diferenciacién osteoblastica. AcvR1b es un miembro de la familia de receptores
de BMP que transmite sefiales a Smad 2 y 3, las cuales a su vez inducen la
transcripcion de genes que inhiben la diferenciacidon osteoblastica.

Gao et al (71) compararon la expresion de microARNs en células
progenitoras y en células diferenciadas a osteoblastos y observaron en estas
ultimas una menor expresién de hsa-mir-31, hsa-mir-106a, hsa-mir-148a y hsa-
mir-424, junto a un aumento de la expresion de hsa-mir-30c, hsa-mir15b y hsa-
mir-130b. Posteriormente, mediante programas bioinformaticos (Target Scan),
encontraron que los microARNs cuya expresion era menor se relacionaban con
genes de formacion ésea (Runx2, CBFB, BMP), mientras que los que se
expresaban de manera mas abundante se relacionaban con dianas de
diferenciacion o6sea. Ademas, mediante transfeccion de anti-hsa-mir31
demostraron que aumentaba la diferenciacion osteoblastica.

Jafferji et al (72), utilizando células madre, observaron como mir-218
disminuia la expresién de SOST y TOB1 (Transductor de ErbB 1, proteina
inhibitoria de BMP), con el consiguiente aumento de marcadores 6seos en las
etapas finales de la formacion 6sea (fosfatasa alcalina y osteocalina).

Kim et al (73) han senalado que mir-196a regula la diferenciacién de
células mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo, favoreciendo la
formacion de osteoblastos e inhibiendo la diferenciacién hacia adipocitos. Este
efecto tiene lugar mediante la inhibicion de Hoxc8 (Homebox C8, regulador

negativo de Smad1).
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Zhang et al (74) demostraron en osteoblastos de ratén, cdmo mir-335-5p
regula negativamente DKK1, lo cual favorece un aumento en la actividad de la
via Wnt y en consecuencia la potenciacion de la diferenciacion osteoblastica y
condrocitica.

Guo et al (75) demostraron en cultivos celulares que miR-764-5p esta
sobreexpresado durante la diferenciacion osteoblastica, ejerciendo un efecto
inhibitorio sobre la proteina CHIP (C terminal de la proteina de interaccion
Hsc70, promueve la degradacién de Runx2).

Li et al (76) observaron que la diferenciacion osteoblastica se asociaba a
un aumento de mir-29b, de la familia mir-let-7 y mir-26. Ademas demostraron
que mir-29b inducia un aumento de fosfatasa alcalina 6sea y Runx2 (siendo de
esta forma un regulador positivo en la diferenciacion osteoblastica). Mediante el
anadlisis de bases de datos bioinformaticas (TargetScan, MiRanda, PicTar)
encontraron como posibles genes diana BMP, TGF-b, HDAC4 y CTNNBI
(relacionado con la via Wnt). Por otro lado, mir-29b regula negativamente la
sintesis de colageno tipo | en etapas tardias de la diferenciacion, de esta forma
favorece el depdsito de mineral 6seo y evita la fibrosis.

Guo et al (77) vieron en cultivos celulares cédmo mir-17-92a tiene como
gen diana Bim, por lo que produce un efecto antiapoptotico en los osteoblastos
al potenciar el efecto protector estrogénico.

Yang et al (78) demostraron como mir-21 tiene como gen diana Spry1.
De esta forma produce un efecto inhibitorio de los niveles de TNF alfa y
estimula la formacion ésea.

Lisse et al (79) mediante analisis de microarrays en cultivos primarios de

osteoblastos establecieron que mir-1228 y mir-637 tienen efecto sobre los
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eventos postranscripcionales mediados por la 1,25 dihidroxivitamina D. De esta
forma, vieron cémo al inhibir estos microARNs se producia una depresion de la
diferenciacion celular.

Eguchi et al (80), trabajando con cultivos de células madre de raton y
humanas, encontraron algunos patrones caracteristicos en los niveles de
expresion de mir-30, let-7, miR-21, miR-16, miR-155 y miR-322 durante la
diferenciacion osteoblastica y osteocitica. Posteriormente mediante analisis
bioinformatico establecieron como posibles genes diana de mir-30 los genes:
osteopontin/SPP1, Lifr (Receptor del factor inhibidor de la leucemia), ccn2/ctgf,
ccnl/cyr61, Runx2 y Sox9.

Wang et al (81) determinaron en ratas sometidas a tratamiento con
glucocorticoides cémo mir-29a tiene un efecto protector sobre la disminucién
de la densidad mineral 6sea. Esto es debido a que mir-29a inhibe Dkk1 y actua
de esta forma sobre mecanismos de sefializacién de la via wnt.

Recientemente, Gamez et al (82) observaron en cultivos celulares que
miR-322 inhibe Tob 2 (efecto negativo sobre Osterix) y asi favorece la

diferenciacion osteoblastica.

1.4.2.4. MicroARNSs y diferenciacion osteoclastica

Sugatani et al (83) demostraron en osteoclastos de ratén que mir-223
juega un papel importante en la diferenciacion de estas células, pero no
encontraron ningun gen especifico como diana de mir-223 que justifique esta
accion.

Cheng et al (84) establecieron como mir-148a tiene como diana MAFB

(Homdlogo del oncogén del fibrosarcoma musculoaponeurético), cuya accion
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consiste en regular negativamente RANKL. De esta forma en ratones
ovariectomizados vieron como al inhibir mir-148a se producia un incremento en
la masa 6sea, asociado a una disminucién de la resorcion.

Lei et al (85) observaron como ciertos polimorfismos de FGF2 (que
favorece el reclutamiento y la diferenciacién osteoclastica) se asociaban con
una mayor resorcion Osea. Tras ello, mediante andlisis bioinformatico
(TargetScan) determinaron posibles microARNs con secuencias homologas
para este gen, entre ellos mir-146a y mir-146b. Concluyeron que estos
polimorfismos podian influir en la fijacién de microARNs y por tanto modular el
potencial osteoclastogénico.

Zhou et al (86) identificaron como el ibandronato modula la expresion de
miR-18a, miR-133a, miR-141 y miR-19a. Estos autores concluyeron que este
fendbmeno puede deberse a una acciéon directa de los bisfosfonatos sobre los
microARNs o a un epifendmeno asociado a su efecto inhibitorio de la
osteoclastogénesis.

En la figura (Fig. 6) y tabla (Tabla 1) siguiente se resumen estos datos

experimentales.
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Fig. 6. Efecto de los microARNs sobre la diferenciacién osteoblastica.
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MicroARN Accién Ref.
(50)
miR-206 Unién connexina 43, bloquea diferenciaciéon
osteoblasticas
miR-204/211 Union Runx2, bloquea diferenciacion osteoblastica (51)
miR-29/29¢ Modula la via Wnt; Unién osteonectina. (53) (54)
mir-2861 Union HDACS, induce diferenciacion osteogénica (69)
miR-133/135-al Union Runx2 y Smad 5, bloquea diferenciacion (55)
osteoblastica
miR-23a/27a/24-2 Regulado por Runx2; union SATB2 y Runx2. (56)
miR-29b Promueve diferenciacion osteogénica (76)
miR-26a Union Smad1, bloquea diferenciacién osteoblastica (57)
miR-31/106a/148a/424/30c/15b Bloquean diferenciacion osteoblastica (71)
miR- Union Runx2 y bloquea diferenciacion osteoblastica (65)
30c/34c/133a/135a/137/204/205/217/338
miR-218 Disminuyen la expression de SOST y TOB1 (72)
miR-141/200a Union DIx5, bloquea diferenciacion osteoblastica (58)
miR-208 Inhiben BMP indirectamente BMPs (66)
miR-196a Union Hoxc8, mejoran diferenciacion osteogénica (73)
miR-125b Inhiben la proliferacion y bloquean la diferenciacion (59)
osteoblastica.
miR-135b Union a sialoproteinas, osterix, osteocalcina y (60)
Runx2
miR-210 Union AcvR1b, induciendo osteogenesis. (70)
miR-764-5p Union a CHIP/STUB1, promueve osteogénesis. (75)
miR-93/Sp7 Feedback negativo miR-93/Sp7, bloquea la (63)
diferenciacion osteoblastica.
miR-182 Union FoxO1, bloquea osteogénesis (64)
miR-148 Union a MAFB, bloquea RANKL (84)
miR-214 Inhibe ATF4, bloquea diferenciacién osteoblastica (67)
miR-17-93a Union a Bim, efecto anti-apoptotico en osteoblastos (77)
miR-21 Union a Spry1, favorece osteogénesis (78)
miR-1228/miR-637 Favorece la diferenciacién osteoblastica mediada (79)
por 1,250H vitamin D
miR-30 Posible union con osteopontin/SPP1, lifr, ccn2/ctgf, (80)
ccnl/cyr61, runx2, sox9
miR-133/mir-204/211 Bloquean Osterix y Runx2 (52)
miR-322 Inhibe Tob2 (82)

Tabla 1. Resumen de los microARNs descritos en la literatura involucrados en el metabolismo

oseo.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La osteoporosis y la artrosis son enfermedades con alta prevalencia en
la poblacion general. Ocasionan grandes incapacidades y suponen altos costes
sanitarios. Como ya hemos comentado, son enfermedades con patrones de
herencia complejos. Hasta la fecha, los numerosos estudios realizados sobre la
herencia de estas enfermedades han ofrecido resultados dispares. Ello ha
llevado a sugerir que los mecanismos epigenéticos pueden desempenar un
papel importante en la patogenia de estos trastornos.

En los ultimos afnos ha ido en aumento el interés por analizar la
implicacién de los microARNs en la regulacién del metabolismo éseo, lo que
se ha visto reflejado en numerosas publicaciones (entre 2001 y 2012 se
publicaron 18426 articulos sobre microARNs, de los cuales alrededor de 400
guardan relacién con el metabolismo éseo, todos ellos a partir del afio 2007).

El estudio de los microARNs en estas enfermedades puede ser
interesante por varios motivos:

* Si conociéramos los microARNs que condicionan una mayor
susceptibilidad para el desarrollo y progresibn de estas
enfermedades, podriamos comprender mejor su patogenia y
fisiopatologia, lo que podria ayudar a desarrollar nuevos
farmacos.

* Los microARNs pueden servir como biomarcadores. Analizando
los niveles diferenciales de microARNs en ellas, podriamos

identificar a las personas con riesgo de padecerlas, pudiéndose
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beneficiar de medidas encaminadas a una prevencion primaria,
ademas de ayudar a establecer su prondstico.

Es importante destacar que hasta la fecha solo en tres estudios se ha
analizado en hueso de humanos la posible relacion entre los cambios en la
expresion de los microARNs y algunas enfermedades 6seas y solo en uno de
ellos se ha analizado esta cuestidon a partir de los microARNSs circulantes en el
suero (67)(69)(87), lo que evidentemente resulta mucho mas practico en la

clinica.
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2.2.HIPOTESIS
La hipotesis general de nuestro trabajo es que algunos microARNs
estan implicados en la susceptibilidad a desarrollar enfermedades esqueléticas

como la osteoporosis y la artrosis.

2.3.0BJETIVOS
El objetivo general fue identificar los microARNs que se expresan de
manera diferente en la osteoporosis y la artrosis y determinar sus
consecuencias funcionales.
Como obijetivos especificos nos planteamos:
1-  Analizar las diferencias en los niveles de microARNs en tejido
0seo de sujetos con osteoporosis, artrosis y controles.
2- Analizar en suero los niveles de microARNs que, por mostrar
diferencias en la expresion en hueso, se seleccionen como candidatos
a ser utilizados como biomarcadores.
3- Estudiar el efecto de esos microARNs sobre la expresion de

genes diana en osteoblastos.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio de casos y controles realizado con sujetos

sometidos a artroplastia de cadera.

3.1.Fases del estudio

Se ha dividido en cuatro fases:

* En una primera fase, se analizaron las diferencias en los niveles
de microARNS mediante arrays (760 microARNs) en hueso de
sujetos con osteoporosis y artrosis.

* Los microARNs que mostraron diferencias significativas fueron
analizados en hueso en una muestra de mayor tamaino,
incluyendo pacientes osteoporéticos, artrésicos y controles.

* En una tercera fase, se exploro si estas diferencias se mantenian
en el suero de estos pacientes.

* Finalmente, se analiz6 el efecto de estos microARNs sobre la

expresion génica en cultivos de osteoblastos.

3.2.Pacientes, muestras de hueso y de suero

Fractura de cadera. Se seleccionaron casos de pacientes con fractura
de cadera osteoporodtica que iban a ser tratados mediante colocacién de una
protesis. Se excluyeron aquellos sujetos que presentaban osteoporosis
secundaria (tumores malignos, insuficiencia renal, hepatopatia crénica,
conectivopatia, malabsorcion, hipogonadismo, hipertiroidismo,

hiperparatiroidismo, inmovilizacién, tratamientos (corticoides, antiepilépticos,
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inmunosupresores, citostaticos, etc.) y las fracturas relacionadas con
traumatismos de alta energia.

Coxartrosis. Se seleccionaron pacientes con diagndstico de artrosis
grave de cadera que iban a ser tratados mediante artroplastia. Se excluyeron
los pacientes con artrosis secundaria (conectivopatias, traumatismos de gran
energia, artropatia neuropatica de Charcot, artrosis posttraumatica,
deformidades de las extremidades, etc).

Controles

Hueso. Se seleccionaron caderas de cadaver sin evidencia de trastornos
esqueléticos, de edad similar a la de los pacientes.

Suero. Las muestras de suero se obtuvieron de sujetos sin evidencia de
trastornos esqueléticos, de edad similar a la de los pacientes.

El estudio fue aprobado por el CEIC de Cantabria. Los pacientes
otorgaron su consentimiento informado. Se verifico la informacién de cada
sujeto, manteniendo la privacidad y ética enmarcada por la Ley de Proteccion

de Datos.

3.3.Variables del estudio

Las variables analizadas en las diferentes fases del estudio fueron:
edad, sexo, enfermedades asociadas (diabetes mellitus, HTA, hiperuricemia),
indice de Charlson, tiempo de espera entre la fractura y la cirugia, éxitus,
niveles de microARNs en hueso, en suero y en cultivos celulares, expresion
diferencial de fosfatasa alcalina, RANKL, IGF1R (Receptor del factor de

crecimiento insulinico tipo 1) y OPG.
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3.4.Técnicas

3.4.1. Analisis de las diferencias de los niveles de microARNs en hueso

Inicialmente se realizé un analisis de 760 microARNs mediante arrays
(pool Ay pool B) en 8 muestras de hueso de sujetos con fracturas de cadera
osteoporoticas y en 8 con coxartrosis.

A partir de ese estudio se seleccionaron los que mostraron diferencias
significativas en estas enfermedades para una segunda fase de replicaciéon en
la cual se incluyeron un numero mayor de pacientes (n=38: 19 artrosis y 19
osteoporosis), asi como huesos de sujetos control (n=6). Como se expondra en
la seccion de Resultados, los microARNs seleccionados fueron: miR-187; miR-
518f; miR-636; miR-210; miR-193a-3p.

Posteriormente, tras la publicacién de un tabajo de Wang de similares
caracteristicas (67), en el que analizaban el miR-214 en pacientes con
osteoporosis y, dado que en los arrays este miARN mostré diferencias
significativas (ver seccién de resultados), decidimos analizarlo de forma
individual para comparar resultados. La poblacién estudiada fue 24 muestras

de pacientes con fracturas, 27 muestras de pacientes con artrosis y 6 controles.

3.4.1.1. Procesamiento de las muestras

Se utilizarén cabezas femorales de sujetos sometidos a intervenciones
de reemplazo de cadera por parte del servicio de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

Una vez recibida la cabeza femoral en el laboratorio, mediante un trécar

de 6 mm se obtuvieron muestras de hueso trabecular de la zona central de la
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cabeza. Los fragmentos se lavaron extensamente con PBS y se congelaron por

inmersion en nitrogeno liquido, con posterior conservaciéon a -70° hasta su

analisis.

3.4.1.2. Fases

Aislamiento de ARN

-Homogenizacion: Se pulverizaron las muestras sin descongelar y se
pasaron a un tubo con 2 ml de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Se
homogeneizaron con el politron durante 20-30 segundos. Posteriormente se
mantuvieron en hielo hasta su centrifugacién a 3500 rpm durante 10 minutos y

se recogi6 el sobrenadante en dos tubos eppendorf.

-Separacion: Se anadieron 200 ul de cloroformo por muestra y se
centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Tras esto la muestra

quedd dividida en tres fases y se recogio la fase acuosa con el ARN.

-Precipitacion del ARN: En un tubo limpio se precipité la fase acuosa al
mezclarlo con 500 pl de isopropanol y se centrifugé a 13000 rpm durante 10

minutos a 4°C.

- Lavado del ARN: Se eliminé el sobrenadante y se lavo el pellet con 1

ml de etanol 75% frio. Tras ello, se centrifugé a 7500 rpm durante 5 minutos a

4°C.
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- Resuspensién del ARN: Se resuspendié en agua libre de nucleasas,

incubandolo 10 minutos a 55°C.

Retrotranscripcion (RT Megaplex microARN)

Para la retrotranscripion se mezclaron los siguientes componentes de la
RT: Megaplex RT primers (x10): 0,8 pl; dNTPs con dTTP (100mM): 0,2 ul;
MultiScribe RT(50 U/ul): 1,5 ul; 10x RT Buffer: 0,8 ul; MgCl; 25 mM: 0,9 ul;
Inhibidor de Rnase (20U/ul):0,1 pl; agua libre de nucleasas: 0,2 pl (todos ellos
de Applied Biosystems, Foster, CA, EEUU). Posteriormente se mezclaron con
3 ul de ARN dando lugar a un volumen total de la reaccion de 7,5 pl. Se
llevaron a cabo dos reacciones RT por cada muestra de ARN, ya que se
utilizaron dos pool de primers distintos (pool A y pool B), cada uno de los
cuales incluia la amplificacion de 380 microARNSs. La reaccion de RT se llevo a
cabo en un termociclador ABI 9600, con un programa en modo 9700 Std que
consto de 40 ciclos a 16 °C durante 2 minutos, 42 °C durante 1 minuto y 50 °C
durante 1 segundo, posteriormente 1 ciclo a 85 °C durante 5 minutos y se

mantuvo finalmente a 4 °C.

Preamplificacion microARN (Megaplex Preamp)

Cada reaccion de preamplaficacion se realizé con 0,5 pl del volumen
final de la RT, que se mezclé con 2,5 pl de TagMan PreAmp Master Mix (2x),
0,5 ul de Megaplex PreAmp Primers (10x), 1,5 pl de agua libre de nucleasas
(todos ellos de Applied Biosystems), hasta completar un volumen total de 5 pl.
Hubo que realizar dos preamplificaciones de cada muestra, ya que se utilizaron

dos pool de primers distintos (pool A y pool B). La reaccion se llevé a cabo en

73



el termociclador en modo 9700 Std, con los siguientes parametros: un ciclo a
95 °C durante 10 minutos, un ciclo a 55 °C durante 2 minutos, un ciclo a 72 °C
durante 2 minutos, 12 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 4
minutos, seguido de un ciclo a 99,9 °C durante 10 minutos y se mantuvo
finalmente a 4 °C. Posteriormente se afiadieron a cada muestra 75 ul de 0,1 x

TE (pH 8).

PCR cuantitativa de microARNs en placas de arrays precargadas (mini-arrays

de 384 pocillos)

La reaccion para la RT-PCR se realizé con 450 yl de TagMan Universal
Master Mix I, 441 ul de agua libre de nucleasas; 9 pl del producto de la
preAmp diluido a 1/4. Se cargaron 100 ul de la mezcla anterior en cada uno de
los puertos de la placa (Applied Biosystems, Foster, CA, EEUU). Tras esto se
llevé la placa al termociclador en modo 7900 emulation, con un ciclo a 95 °C
durante 10 minutos y 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1
minuto.

De esta forma analizamos las diferencias en los niveles de 380 miARNs
en las placas “pool A” y otros 380 en las placas “pool B” en hueso de sujetos

osteoporéticos y artrosicos (Anexo 1y 2).

PCR cuantitativa de microARNs en ensayos individuales (placas de 96 pocillos)

La reacciéon para la RT-PCR se realizé con 5 pyl de TagMan Universal
Master Mix II, 5 ul de agua libre de nucleasas, 0,5 pl de 20x Tagman microARN
mix, 1 pl del producto de la preAmp diluido a 1/10 (todos ellos de Applied

Biosystems). Tras esto se llevo la placa al termociclador en modo 7900 , con
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un ciclo a 95 °C durante 10 minutos y 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y

60 °C durante 1 minuto.

3.4.2. Analisis de las diferencias de los niveles de microARNs en suero

Se realizé un analisis en suero de los niveles de los microARNs que
mostraron diferencias significativas en hueso, mediante ensayos individuales,
en 4 muestras de sujetos con osteoporosis y 4 de sujetos con artrosis. No
pudimos seleccionar las muestras de suero en funcion de la mejor expresion en
hueso debido a que en la seroteca no disponiamos de muestras de todos los

pacientes. Los microARNs analizados fueron: miR-187 y miR-518f.

3.4.2.1. Procesamiento de las muestras

Se obtuvieron 5 ml. de sangre en tubos “Vacuette” (Ref.456073), por
personal entrenado para la flebotomia. Se dejé reposar el tubo en torno a 30°
para que actuasen los factores activadores de la coagulacion y se proceso la
muestra en un tiempo inferior a 1h, mediante centrifugacion a 1500 g durante
15 minutos. Tras ello se aspird el sobrenadante (suero) y se almacend en
crioviales a -80 °C.

Aislamiento de microARNs: a partir de las muestras de 300 microlitros
de suero se extrajeron los microARN, con un kit especifico para ello
(mirVANA, Ambion-Applied Biosystems), de acuerdo al protocolo del fabricante.
Tras ello se obtuvo cADN mediante transcripcion inversa con un pool de
primers especificos (Applied BioSystems). Realizamos una pre-amplificacion

mediante el kit de Megaplex. Se analizaron las diferencias de los niveles de
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microARNs seleccionados mediante una PCR cuantitativa en tiempo real. Para

ello se siguio el protocolo anteriormente descrito.

3.4.3. Analisis de la produccién in vitro de los microARNSs v su influencia sobre

otros genes

Una vez identificados los miARNs que mostraron diferencias entre
sujetos con osteoporosis, artrosis y controles, se analizo si estas diferencias se
mantenian en cultivos de osteoblastos y como influian sobre la expresiéon de
genes implicados en el metabolismo 6seo (fosfatasa alcalina, RANKL, IGF1R y

OPG). Todo ello se llevd a cabo como se describe a continuacion:

3.4.3.1. Cultivos celulares

Para los experimentos de expresion génica se usaron las lineas
celulares osteoblasticas humanas MG-63 y HOS-TE8537 (ambas derivadas
de un osteosarcoma humano) vy para el andlisis de los niveles de los
microARNs se usaron cultivos primarios de osteoblastos de sujetos con
osteoporosis (n: 8) y artrosis (n: 8).

Los osteoblastos primarios se aislaron a partir de las cabezas femorales
de pacientes con osteoporosis y artrosis. Mediante un trécar de 6 mm se
obtuvieron muestras de hueso trabecular de la zona central de la cabeza. Los
fragmentos se lavaron extensamente con PBS. Tras esto, se depositaron en
placas petri estériles de 10 cm preparadas con 10 ml de medio de cultivo
DMEM (Medio de cultivo Eagle modificado de Dulbeco), 10% FCS (Suero de

ternera fetal), 1% P/S (Penicilina-estreptomicina y 1% fungizone) y se
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guardaron en el incubador durante 10-12 dias, cambiando el medio cada 3-4
dias.

3.4.3.2. Aislamiento de microARNs

A partir de las muestras de cultivos primarios de osteoblastos de sujetos
artrésicos y osteoporéticos se extrajeron los microARNs seleccionados, con un
kit comercial (mirVANA, Ambion-Applied Biosystems), siguiendo el protocolo
del fabricante. Tras ello se obtuvo cADN mediante transcripcion inversa con un
pool de primers especificos (Applied BioSystems). Realizamos una pre-
amplificacion mediante el kit de Megaplex (ya comentado). Se analizaron los
niveles diferenciales de los microARNs en estos sujetos mediante una PCR
cuantitativa en tiempo real. El analisis se realizd en placas de 96 pocillos en un

termociclador gqRT-PCR Applied BioSystems 7900HT.

3.4.3.3. Analisis de las diferencias en la expresidon de genes osteoblasticos en

relacion con los microARNSs seleccionados

Para este estudio se sembraron células de las lineas celulares MG-63 y
HOS-TE8537. Para realizar la transfeccion se utilizaron 20 nM del inhibidor de
microARNs (Exiqon, Woburn, MA, EEUU), 50.000 células/pocillo y 4 uL de
Lipofectamina (Lipofectamina; Invitrogen, Calsbad, CA, EEUU). El primer dia se
rellenaron las placas con 50.000 células por pocillo con un volumen final de
500 pL de medio y 10% de FCS. A las 48 horas, aspiramos el medio de los
pocillos y dejamos las células en 200 yL de BSA y DMEM durante una 1 hora.
En viales separados anadimos 50 uL de DMEM, 2 uL del inhibidor (20 nM) y 8
ML de Plus Reagent. Tras 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente,

afiadimos 50 uL de la mezcla de Lipofectamina con DMEM (4 puL de
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Lipofectamina y 96 uyL de DMEM). Aspiramos el medio de las células hasta
dejar solo 200 pL por pocillo y anadimos 55 L de la mezcla final. Finalmente, 6
h después de la transfeccion, completamos el volumen del medio con 50 pL de
FCS por pocillo y se mantuvo el cultivo durante 24 6 48 horas. Tras esto se
analizé la expresion diferencial de fosfatasa alcalina, RANKL, IGF1R y OPG
mediante RT-PCR cuantitativa y las variaciones en los niveles de los

microARNS.

3.5.Analisis estadistico

Para el analisis de las diferencias en los niveles de los microARNs entre
sujetos osteoporadticos, artrosicos y control mediante RT-PCR cuantitativa se
requirid un proceso de normalizacion de los datos, evitando asi la influencia de
las condiciones externas al experimento, algo esencial para una cuantificacion
correcta de los miARNs. Normalmente el método utilizado en el proceso de
normalizacion es el uso de un control (house-keeping). En el caso de los
miARNs todavia no hay suficientes datos que establezcan cual es el mejor
control enddgeno. Por esta razon, los datos de expresion de miARNs fueron
normalizados seleccionando aquellos microARNs que se mantenian mas
constantes entre sujetos. Para determinar estos microARNs control utilizamos
los programas informaticos NormFinder y GeNorm. De esta forma, el promedio
de los Ct de los microARNs miR-222 y let-7b, que se expresaron de forma muy
estable entre los dos grupos, fue utilizado como control. La Unica excepcion fue
en el analisis de los microARNs en suero, en que solo utilizamos el miR-222,

dado la variabilidad de let-7b entre grupos.
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En los arrays las diferencias de los microARNs entre los grupos se
analizaron mediante los programas ExpressionSuite Software v1.0 (Applied
Biosystems) y GenEx (bioMCC, Freising-Weihenstephan, Alemania) y se
realizé un analisis estadistico de las diferencias de los Ct entre los diferentes
grupos mediante el test U de Mann-Whitney y el posterior ajuste de
comparaciones multiples de Benjamini-Hochberg.

En los ensayos individuales, suero y cultivos celulares: se estimé la
abundancia relativa de microARNs y ARNm por el método de la formula 2-ACt
(2 (Ctdelamuestra-Cteontrol)y ) a5 diferencias entre grupos se analizaron mediante

los tests no paramétricos de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney, o mediante

la prueba de chi-cuadrado y la t de Student, utilizando el programa SPSS.
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4. RESULTADOS

4.1.ANALISIS DE MINIARRAYS EN HUESO

4 .1.1. Caracteristicas de la muestra

Grupo fracturados:

Los 8 casos incluidos eran mujeres, con una edad media de 81 £ 4 anos
(media = DE).
Grupo artrésicos:

Las muestras seleccionadas procedian de 8 mujeres, con una edad

media de 75 + 8 (media = DE).

4.1.2. Analisis de los microARNs

De los 760 microARNs (pool A y pool B: ver anexo 1y 2) que analizamos,
encontramos los resultado que se muestran a continuacion.

» Pool A

En la tabla siguiente (Tabla 2) vemos el numero de microARNs que se
amplificaron eficazmente, de manera que se detectdé su expresion en al menos
una muestra de hueso, con independencia de que fueran fracturas o artrosis. El
valor umbral de deteccion (delta Rn) se establecié en 0,2. Se considerd que un
microARN se expresaba en el tejido cuando el ciclo en el que se alcanzé ese
umbral (Ct) era inferior a 35. Es de destacar que el 74% de los microARNs
analizados se expresaba en al menos 12 muestras de las 16 analizadas (75%

de las muestras).
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Distribucién de la expresion de los microARNs
en el pool A
Numero de Muestras en las que
microARNSs se expresa
128 16
63 15
40 14
32 13
18 12
14 11
10 10
10 9
8 8
9 7
5 6
8 5
12 4
6 3
13 2
5 1

Tabla 2. MicroARNs que se amplificaron eficazmente en las diferentes muestras.
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En esta tabla (Tabla 3) vemos el valor medio de todos los Ct de los

microARNs de cada muestra.

Valor medio de los Ct de los microARNSs del
pool A en cada una de las muestras
analizadas

Identificacion de

la muestra Tipo Ct
11 Artrosis 25,5
12 Artrosis 25,6
14 Artrosis 25,5
17 Artrosis 25,3
52 Artrosis 24,8
53 Artrosis 25,3
63 Artrosis 28,1
64 Artrosis 29
13 Fracturas 25,3
15 Fracturas 24,6
16 Fracturas 25,3
18 Fracturas 24,7
49 Fracturas 25
51 Fracturas 26,4
62 Fracturas 29,3
65 Fracturas 29,6

Tabla 3. Valor medio de todos los Ct de los microARNs de cada muestra. Se considerd que
un microARN se expresaba en el tejido cuando el ciclo en el que se alcanzé ese umbral (Ct)

era inferior a 35.
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Hay que destacar que hubo 4 muestras en las que la expresién global de
los microARNs fue mas baja que en las demas, posiblemente por una peor
conservacion de los mismos. Esto no influyé en la comparacion entre los
grupos, dado que la distribucién de esas muestras fue similar en ambos (2
correspondian a artrosis y 2 a fracturas). De hecho, en un estudio preliminar no
encontramos diferencias significativas en los resultados de la expresion relativa
de los microARNs dependiendo de que se mantuvieran o se excluyeran esas
muestras, por lo que a continuacion se exponen los resultados del analisis
global, incluyendo todas las muestras.

Al comparar los resultados obtenidos en ambos grupos, encontramos
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en la expresiéon de 9
microARNs del pool A (miR-187; miR-330-5p; miR-193a-3p; miR-214; miR-636;
miR-519d; miR-135; miR-518f; miR-137). Este resultado se presenta en la
siguiente figura (Fig. 7), un grafico “tipo volcan”, diagrama de dispersién que
nos ayuda a relacionar la magnitud del cambio bioldgico (“fold change”) con el
nivel de significacién estadistica (p). Los microARN que muestren diferencias
asociadas a una mayor significacion estadistica estaran en la parte superior
del grafico, mientras que los que muestran las diferencias mas amplias estaran
en los extremos izquierdo y derecho del mismo.

Cabe sefalar que para la comparacion de los grupos se consideré6 como
umbral de significacion el valor estandar de p=0,05, sin correccion por
comparaciones multiples. Esa decision se basé en el hecho de que esta fase
inicial del estudio era exploratoria e iria seguida de una fase posterior de
replicacion de los resultados considerados inicialmente como significativos (ver

mas adelante).
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Fig. 7. Grafico tipo volcan que muestra las diferencias de expresion de los microARNs en el

pool A.
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La tabla (Tabla 4) muestra la expresion de los microARNs en los que
encontramos diferencias significativas entre fracturas y artrosis. En negrita se
destaca el grupo (fractura, artrosis) en el que hay una mayor expresion del

microARN.
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Expresion de los microARNs destacados en el pool A
MicroARN Tipo Ct ACt DE p

Artrosis 33,3 7,1 0,5 0,01
MiR-1352  "Fracturas | 30,4 46 0,3

Artrosis 33,1 6,9 1,1 0,038
miR-137 Fracturas | 29,3 3,5 0,4

Artrosis 27,1 0,5 0,8 0,049
miR-187 Fracturas | 30,5 4 0,7

Artrosis 26,4 -0,2 0,4 0,022
MiR-1932-3p I Eracturas | 28,8 2.4 0,8

Artrosis 18,8 -7,8 0,3 0,016
miR-214 Fracturas | 20,8 6,1 0,7

Artrosis 31,4 5,6 0,3 0,019
miR-330-5p Fracturas 34,1 8,6 0,7

Artrosis 34,3 8,4 0,9 0,037
miR-518f Fracturas | 29,9 4,1 0,6

Artrosis 33,4 7,2 0,5 0,042
miR-519d Fracturas | 29,7 3,9 0,9

Artrosis 30,8 4,2 0,6 0,024
miR-636 Fracturas | 28,8 1,9 0,4

Tabla 4. Expresiéon de los microARNs en los que encontramos diferencias significativas entre
fracturas y artrosis. Se consideré que un miARN se expresaba en el tejido cuando el ciclo en el
que se alcanzé ese umbral (Ct) era inferior a 35. ACt: Ct de la muestra- Ct control; DE:

Desviacion estandar; p: significaciéon estadistica
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» Pool B

En la Tabla 5 vemos el numero de microARNs que se detectaron en las
muestras analizadas, independientemente de si eran fracturas o artrosis. Cabe
destacar que solo el 51% de los microARNs analizados se expresaba en al
menos 12 muestras de las 16 analizadas, porcentaje muy inferior al de los

microARN incluidos en el pool A.
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Distribucién de la expresion de los microARNs en
el pool B
Numero de Muestras en las que se
microARNs expresa

104 16
19 15
26 14
24 13
23 12
16 11
13 10
22 9
20 8
12 7
13 6
9 5
19 4
20 3
13 2
16 1

12 0

Tabla 5. MicroARNs que se amplificaron eficazmente en las diferentes muestras.
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En esta Tabla 6 vemos el valor medio de todos los Ct de los microARNs

de cada muestra.

Valor medio de los Ct de los microARNs del pool B
en cada una de las muestras analizadas
Identificacion de la Tipo Ct
muestra

11 Artrosis 26,9

12 Artrosis 27,4

14 Artrosis 27,3

17 Artrosis 27

52 Artrosis 25,5

53 Artrosis 25,5

63 Artrosis 28,4

64 Artrosis 29,7

13 Fracturas 271

15 Fracturas 27,2

16 Fracturas 28

18 Fracturas 26,8

49 Fracturas 26,9

51 Fracturas 27,3

62 Fracturas 29,1

65 Fracturas 28,2

Tabla 6. Valor medio de todos los Ct de los microARNs de cada muestra. Se consideré que un
mMiARN se expresaba en el tejido cuando el ciclo en el que se alcanzé ese umbral (Ct) era

inferior a 35.
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En el grafico siguiente (Fig. 8) vemos como hubo diferencias
estadisticamente significativas entre fracturas y artrosis en 4 de los microARNs

del pool B (let-7i; miR-181a-2; miR-643; miR-524).

93



610°0 :Adepunog anjep-d ‘0z :Alepunog abuey) pjo4 ‘sisodpe SA eanjoel) ‘papiun :Apnis

puaban

(ebuey) pjo4)z6o
ZL 1 ol 9 e z 10 vz e ¥ ¢ 9 I & 0l-
o ° 000
o
o .
°® 620
([ ® e © ) ) 4 o®
od o® - 050
PS °
o o®
g 7
° ol e [ ) o
b o P [} Q
° L00'L 2
0
o o <
°
szl B
® 60¢€ ﬁ/nu_u\
BT GTIN L0SL
LGLL
002
o
L6z
SVENLOVYA (abueyo pjo4 sA anjep-d) 101d oOued|oAn S

;

Fig. 8. Grafico tipo volcan que muestra las diferencias de expresion de los microARNs en el

pool A.
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La Tabla 7 muestra la expresidon de los microARNs en los que
encontramos diferencias significativas entre fracturas y artrosis. En negrita se

destaca el grupo (fractura, artrosis) en el que habia una mayor expresiéon del

microARN.
Expresion de los microARNs destacados en el pool B
MicroARN Tipo Ct ACt DE p

Artrosis 28,6 0,8 0,5 0,035
Let-7i Fracturas 32 4.4 1,5

Artrosis 25 -2,9 0,4 0,035
miR-181a-2 | Fracturas 27 -1,27 0,6

Artrosis 30,8 3,3 0,9 0,007
miR-643 Fracturas | 28,4 0,4 0,6

Artrosis 33,6 5,6 1,6 0,044
miR-524 Fracturas 28 -0,3 2,3

Tabla 7. Expresion de los microARNs en los que encontramos diferencias significativas entre
fracturas y artrosis. Se consideré que un miARN se expresaba en el tejido cuando el ciclo en el
que se alcanzé ese umbral (Ct) era inferior a 35. ACt: Ct de la muestra- Ct control; DE:

Desviacion estandar; p: Significacion estadistica

Posteriormente realizamos, aprovechando las bases de datos
bioinformaticas disponibles en la red (DIANA-MicroT-CDS, miRIAD, RefGene,
microRNA.org, miRDB, TargetScanHuman, PicTar), un analisis de los posibles
genes diana de esos microARNSs, en particular de los genes relacionados con
el metabolismo 6seo. De esta forma identificamos aquellos microARNs que
eran candidatos potencialmente interesantes para las fases siguientes de

nuestro estudio.
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Homologia
microARN Gen Base de datos (miRSV)
miR-187 WISP1 microRNA.org -0,18
FGF3 RefGene
Runx2 microRNA.org -1,45
FGF1 TargetScan -0,36
Smad3 TargetScan -0,31
miR-330-5p | LRP6 miRIAD -0,22
HDAC5 PicTar -0,81
HDACS8 TargetScan -0,15
miR-193a NF- KB PicTar -0,88
BMP2 TargetScan -0,09
miR-214 CDH®6 miRDB
Runx2 TargetScan -0,25
miR-636 TGF- TargetScan -012
miR-135a TGF-B miRDB
miR-519d BMP2 TargetScan -0,31
ACVR1 TargetScan -0,11
miR-137 EFNB2 Targetscan >-0,01
miR-518f CTNNBI MicroRNA.org -0,12
EFNA4 miRDB

Tabla 8. MicroARNs que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
de artrosis y fracturas y los genes con los que se les ha relacionado bioinformaticamente.
miRSV: grado de homologia predicha entre el microARN y el gen.

96



La Tabla 8 incluye los microARNs que mostraron diferencias
significativas entre los grupos de artrosis y fracturas y los genes con los que se
les ha relacionado en las diferentes bases de datos bioinformaticas. Ademas
nos muestra el grado de homologia predicha que existe entre ellos (MiRSV)
segun estas bases de datos. Este valor es una herramienta de prediccién del
grado de complementariedad entre los microARNs y los genes diana. Viene
determinado por el numero de pares de bases que tengan en comun y de la
energia libre de union de los primeros 8 nucledtidos del extremo 5. Se suele
considerar como punto de corte de un gen diana el que tiene valores inferiores
a -1,2, aunque hay autores que utilizan valores algo mas bajos, inferiores a -0,1

(88), dado que no esta bien establecido cual es el valor de corte ideal.

Entre los microARNs del pool B no encontramos que ninguno tuviera
una relacion destacable con genes del metabolismo 6seo. Por esta razén no
se analizo ninguno de los microARNs del pool B en las fases siguientes del

estudio.

4.2. ANALISIS DE MICROARNS INDIVIDUALES EN HUESO

4.2 1. Caracteristicas de la muestra

Grupo de pacientes con fractura de cadera:

Se incluyeron 19 casos, 1 hombre y 18 mujeres, con una edad media de
78 £ 4 afios (media = DE).

El tiempo desde la fractura hasta la cirugia fue de 11 £ 20 dias (media

DE).
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El numero de casos fallecidos en el primer afio tras la cirugia fue de 5,
un 26% (similar a lo que sucede en la poblacién general en pacientes con
fractura de cadera).

Grupo de pacientes con coxartrosis:

Se incluyeron 19 casos, 1 hombre y 18 mujeres, con una edad media de
73 £ 3 afios (media = DE).

El numero de casos fallecidos en el primer afio tras la cirugia fue de 1.
Grupo control:

Estaba formado por 6 sujetos, 4 hombres y 2 mujeres, con una edad
media de 75 + 14 (media = DE)

En la Tabla 9 se muestra un resumen de las caracteristicas de los

diferentes grupos:

Tipo Edad | Sexo: | DM | HTA | DL | Exitus Dias | l.Charlson
(media) | mujer | (%) | (%) | (%) | (%) hasta (media)
(%) 1Q
(media)
Fractura 78 95 28 67 | 28 26 11 5
Artrosis 73 95 11 72 | 28 5 - 4
Control 75 33 - - - - - -

Tabla 9. Resumen de las caracteristicas de la muestra a estudio. Edad: media de edad en
afios; Sexo: porcentaje de mujeres; DM: porcentaje Diabetes mellitus; HTA: porcentaje de
hipertensién arterial; DL: porcentaje de dislipemias; Exitus: porcentaje de éxitus en el primer
afo tras la cirugia; Dias hasta la intervencion; indice de Charlson (sistema de valoracién de la
comorbilidad, que se ha relacionado con el prondstico y la expectativa de vida en diferentes

situaciones clinicas).
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4.2.2. Analisis de los microARNs

MicroARNSs seleccionados para la normalizacion:

Para realizar la normalizacion de las muestras (ya explicado
anteriormente), seleccionamos la media de la expresion de miR-let-7b y miR-
222. Estos miARNs se expresaban de manera bastante constante en los tres
grupos de sujetos estudiados, como se refleja en la tabla siguiente (tabla 10),

en la que se muestran los Ct.

Let-7b miR-222 Promedio

Tipo Media DE Media DE Media DE
Fracturas | 19,2 3,3 17,4 3,5 18,3 3,2
Artrosis | 19,3 2,7 17,8 2,6 18,6 2,5
Control 18,5 1,4 16,8 1,9 17,6 1,5

Tabla 10. Expresion de miR-let-7b, miR-222 y su promedio en los grupos de artrosis, fracturas
y controles. Se indican los Ct de cada microARN en cada uno de los tres grupos. DE:

Desviacion estandar.

miARNs seleccionados para el estudio:

Como se ha dicho, de los 9 microARNs cuya expresién mostraba
diferencias significativas entre fracturas y artrosis, identificamos mediante
analisis bioinformatico aquéllos que tenian asociacién con genes implicados
en la biologia 6sea, y aquéllos que manifestaban esas diferencias de forma
mas consistente. De esta manera, seleccionamos 5 microARNs: miR-187, miR-
193a-3p, miR-636, miR-518f y miR-210. Este ultimo microARN fue incluido

porque, una vez iniciado este estudio, se publicé un articulo que lo relacionaba

con algunas enfermedades éseas (70), al tiempo que en el ensayo con
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miniarrays se observo una diferencia entre artrosis y fracturas proxima a la

significacién estadistica.

» Analisis de los microARNSs individuales:

Los resultados de los analisis de asociacion de los microARNs vy los
grupos estudiados (fracturas osteoporéticas de cadera, coxartrosis y control) se
exponen a continuaciéon. Para cada microARN realizamos un analisis cualitativo
y un analisis cuantitativo.

- Analisis cualitativo de los microARNs: establecimos como punto de
corte de la PCR cuantitativa un valor de Ct de 35, entendiendo como ausencia
de expresion los casos con Ct igual o superior a 35; mientras que se consideré
que el microARN se expresaba en los casos con Ct inferiores a 35. El analisis
estadistico de resultados se realizé mediante un test de Chi-cuadrado (Tabla

11).
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* miR-636: globalmente se expresé en el 96% de las muestras,
incluyendo 100% de las fracturas, en el 90% de las artrosis y en
el 100% de los controles. La odds ratio entre fracturas y artrosis

fue de 1,12 con un intervalo de confianza de 0,96-1,30 (p=0,49).

(Fig. 9).

Grupo

[ Osteoporosis
[ Coxartrosis

Porcentaje

Si No
Expresion de miR-636

Fig. 9. Representacion grafica de miR-636 en los diferentes grupos (fracturas osteoporoéticas y
coxartrosis)
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* miR-210: se expresd en el 96% de las muestras de hueso
estudiadas. Por grupos, se detectdé en el 95% de las fracturas, en
el 95% de las artrosis y en el 100% de los controles. La odds ratio
entre fracturas y artrosis fue de 1 con un intervalo de confianza de

0,06-17,25 (p= 1). (Fig. 10).

Grupo

[ Osteoporosis
[ Coxartrosis

Porcentaje

Si No
Expresion de miR-210

Fig. 10. Representacion grafica de miR-210 en los diferentes grupos (fracturas osteoporéticas y

coxartrosis)
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* miR-518f: se expresd en el 57% de los casos; en el 74% de las
fracturas, en el 37% de las artrosis y en el 67% de los controles.
La odds ratio entre fracturas y artrosis fue de 4,80 con un
intervalo de confianza de 1,20-19,13 (p= 0,049). Por lo tanto,
podemos decir que miR-518f se expresa mas frecuentemente en
el grupo de fracturas que en el de artrosis, siendo la diferencia

estadisticamente significativa (Fig. 11).

Grupo

[ Osteoporosis
[ Coxartrosis

Porcentaje

Si No
Expresion de miR-518f

Fig. 11. Representacion grafica de miR-518f en los diferentes grupos (fracturas osteoporoéticas

y coxartrosis)
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* miR-193a-3p: se detectd su expresion en el 86% de los casos.
Por grupos, se detectd en el 84% de las fracturas, en el 84% de
las artrosis y en el 100% de los controles. La odds ratio entre
fracturas y artrosis fue de 1 con un intervalo de confianza de 0,18-

5,72 (p=1). (Fig. 12).

Grupo

[ Osteoporosis
[ Coxartrosis

Porcentaje

Si No
Expresion de miR-193a-3p

Fig. 12. Representacion grafica de miR-193a-3p en los diferentes grupos (fracturas

osteopordticas y coxartrosis)
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* miR-187: se expreso en el 84% de los casos, incluyendo el 74%
de las fracturas, el 90% de las artrosis y el 100% de los
controles. La odds ratio entre fracturas y artrosis fue de 0,33 con

un intervalo de confianza de 0,06-1,97 (p= 0,405). (Fig. 13).

Grupo

[ Osteoporosis
[ Coxartrosis

Porcentaje

Si No
Expresion de miR-187

Fig. 13. Representacion grafica de miR-187 en los diferentes grupos (fracturas osteoporéticas y

coxartrosis)
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MicroARN OR (IC-95%) P
miR-636 1,1 (1,0-1,3) 0,49
miR-210 1,0 (0,1-17,3) 1
miR-193a-3p | 1,0 (0,2-5,7) 1
miR-518f 4,8 (1,2-19,1) 0,049
miR-187 0,3 (0,1-2,0) 0,405

Tabla 11: Chi-cuadrado: Asociacion cualitativa de los microARNs y los grupos fracturados y
artrésicos. OR: Odds ratio; 1C-95%: intervalo de confianza del 95% para la odds ratio; p:

Significacion estadistica.

- Analisis cuantitativo de los microARNSs: el analisis de resultados de la
PCR cuantitativa mediante ensayos individuales se realizé mediante un test de
t-student para la media de ACt (diferencia en los ciclos umbral entre el
microARN de interés y los microARN control) y mediante un test de U-Mann
Whitney para el 2hC (que equivale a la abundancia relativa del microARN de

interés en comparacion con los microARN control).
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* miR-636: la expresion valorada como ACt fue de 9,6 £ 3,1 (media
1+ DE) en el grupo de fracturados, 11,0 £ 3,4 en las artrosisy 11,8
+ 1,7 en los controles. La abundancia relativa, valorada como
2ACt fue de 3.573,6 + 7.798,1 para los fracturados, 25.931,3 +
67.180,8 en las artrosis y 5.628,4 + 5.773,6 en los controles. No
encontramos diferencias significativas (p>0,05) entre ninguno de

los grupos (Fig. 14).
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Fig. 14. Analisis cuantitativo de miR-636 segun la expresién valorada como ACt en los grupos
de fracturas, coxartrosis y control. La figura representa la mediana, los percentiles 3, 25, 75 y

97 y los casos extremos (“outliers”).
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* miR-210: la expresion valorada como ACt de miR-210 fue de 5,9
t 2,7 (media = DE) para las fracturas, 6,8 + 2,6 para las artrosis y
6,3 £ 1,9 para los controles. La abundancia relativa, valorada
como 2Act, fue de 275,0 £ 531,6 para las fracturas, 473,3 + 986,1
para las artrosis y 146,0 = 168,9 para los controles. No

encontramos diferencias significativas entre los grupos (Fig. 15).

12 —

10

ACt miR-210

| | |
Fractura Coxartrosis Control

Grupos

Fig. 15. Analisis cuantitativo de miR-210 segun la expresién valorada como ACt en los grupos
de fracturas, coxartrosis y control. La figura representa la mediana y los percentiles 3, 25, 75 y
97.
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miR-518f: la expresién media valorada como ACt de miR-518f fue
de 13,2 £ 4,2 para las fracturas, 15,9 + 3,0 para las artrosis y 17,3
+ 3 para los controles. La abundancia relativa, valorada como
2ACt, fue de 113.026,4 + 213.812,8 para las fracturas, 400.545,5
+ 927.482,8 para las artrosis y 753.789,6 + 1.102.994,0 para los
controles. Al comparar los 3 grupos mediante el test de Kruskal-
Wallis observamos que las diferencias entre ellos globalmente no
alcanzaban la significacion estadistica, pero quedaban al borde
del umbral convencional de significacion (p=0,052). Tras esto
aplicamos el test de U-Mann Whitney y observamos que habia
diferencias significativas (p<0,05) en la expresion de miR-518f
entre el grupo de fracturados y artrosis (p=0,046) y muy proxima a
la significacion estadistica en fracturados frente a controles
(p=0,065), con una mayor expresion en el grupo de fracturados

(Fig.16).
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Fig. 16. Analisis cuantitativo de miR-518f segun la expresion valorada como ACt en los grupos

de fracturas, coxartrosis y control. La figura representa la mediana y los percentiles 3, 25, 75 y

97.
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* miR-193a-3p: la expresion media valorada como ACt de miR-
193a-3p fue de 10,9 + 4,3 para las fracturas, 9,1 £ 4,1 para las
artrosis y 8,7 £ 2,0 para los controles. La abundancia relativa,
valorada como 2ACt fue de 75.243,9 + 208.741,8 para las
fracturas, 46.783,1 + 188.567,2 para las artrosis y 900,7 £ 1.321,4
para los controles. No encontramos diferencias significativas entre

ninguno de los grupos analizados (Fig.17)
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Fig. 17. Analisis cuantitativo de miR-193a-3p segun la expresion valorada como ACt en los
grupos de fracturas, coxartrosis y control. La figura representa la mediana y los percentiles 3,
25,75y 97.
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* miR-187: la expresion valorada como ACt de miR-187 fue de 14,2
t 3,9 para las fracturas, 10,4 £ 3,3 para las artrosis y 13,2 £ 2,1
para los controles. La abundancia relativa, valorada como 2ACt,
fue de 248.277,2 + 612.039,1 para las fracturas, 84.123,8 *
348.987,7 para las artrosis y 23.276,7 + 35.385,3 para los
controles. Al aplicar el test de Kruskal-Wallis observamos como
habia diferencias estadisticamente significativas (p=0,004). Tras
esto aplicamos el test de U-Mann Whitney y observamos que
habia diferencias significativas en los niveles de miR-187 entre
fracturas y artrosis (p=0,002), con una mayor expresion en el

grupo de artrosis, y en artrosis frente a controles (p=0,031) (Fig.

18).
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Fig. 18. Analisis cuantitativo de miR-187 segun la expresién valorada como ACt en los grupos
de fracturas, coxartrosis y control. La figura representa la mediana, los percentiles 3, 25, 75 y

97 y los casos extremos (“outliers”).
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Estos resultados de los analisis de asociacion de la expresion de los
microARNs y los grupos de estudio (osteoporosis, artrosis y control) se

resumen en la siguiente tabla (Tabla 12).

T- student: Analisis de ACt de los microARNSs y los grupos de estudio

(Fracturas (F), artrosis (A) y control (C))

MicroARN Grupo Media | Desviacion p

estandar | FvsA | FvsC | AvsC
Fracturas 9,6 3,1

miR-636 Artrosis 11,0 34 0,179 0,109 0,609
Control 11,8 1,7
Fracturas 59 2,7

miR-210 Artrosis 6,8 2,6 0,332 0,735 0,708
Control 6,3 1,9
Fracturas 10,9 4,3

miR-193a-3p | Artrosis 9,1 4.1 0,184 0,239 0,833
Control 8,7 2,0
Fracturas 13,2 4,2

miR-518f Artrosis 15,9 3,0 0,029 0,035 0,316
Control 17,3 3,0
Fracturas 14,2 3,9

miR-187 Artrosis 10,4 3,3 0,003 0,576 0,064
Control 13,2 21
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U-Mann Whitney: Analisis de 2ACt de los microARNSs y los grupos de estudio

(Fracturas (F), artrosis (A) y control (C))

MicroARN Tipo Media Desviacion p
estandar | FvsA | FvsC | AvsC
Fracturas 3.573,6 7.798,1
miR-636 Artrosis 25.931,3 | 67.180,8 |0,237 | 0,065 | 0,408
Control 5.628,4 5.773,6
Fracturas 275,0 531,6
miR-210 Artrosis 473,3 986, 1 0,300 | 0,66 | 0,899
Control 146,0 168,9
Fracturas | 75.243,9 | 208.741,8
miR-193a-3p | Artrosis 46.783,1 188.567,2 | 0,140 | 0,309 | 0,611
Control 900,7 1.321,4
Fracturas | 113.026,4 | 213.812,8
miR-518f Artrosis 400.545,5 | 927.482,8 | 0,046 | 0,065 | 0,34
Control 753.789,6 | 1.102.994
Fracturas | 248.277,2 | 612.039,1
miR-187 Artrosis 84.123,8 | 348.987,7 | 0,002 | 0,525 | 0,031
Control 23.276,7 35.385,3

Tabla 12. Asociacion entre microARNs y la muestra a estudio: osteoporosis (Fracturados);

artrosis; control. F: Fracturados; A: Artrosis; C: Control; p: Significacién estadistica.

También analizamos la posible interaccion entre los microARNs y su

efecto combinado. Como se muestra en la Tabla 13 y la Figura 19, observamos
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que habia un mayor numero de pacientes con fracturas osteoporoticas con
expresion conjunta para miR-187 y miR-518f (Ct<35), que cuando solo se
expresaba miR-518f. Es decir, la expresion de miR-518f se asociaba mas
claramente a las fracturas en el grupo de los sujetos que también expresaban
miR-187 que en los que no expresaban este ultimo microARN. Asi, el grupo de
pacientes que expresaban miR-518f y miR-187 presentaba una odds ratio de
11,0 con un intervalo de confianza al 95% de 1,8-66,4 (en comparacién con los
que expresaban miR-187 pero no expresaban miR-518f); mientras que el grupo
de pacientes que expresaba miR-518f y no expresaba miR-187 presentaba una
odds ratio de 0,7 y un intervalo de confianza al 95% de 0,0-18,1 (en

comparacién con los que no expresaban ninguno de los dos miARN).

miR-518f OR (1C-95%)
+ -
Fractura 12 2

miR-187 + 11,0 (1,8-66,4)

Coxartrosis 6 11
Fractura 2 3

miR-187 - 0,7 (0,0-18,1)
Coxartrosis 1 1

Tabla 13. La tabla representa el nimero de pacientes que expresaban o no miR-187 y miR-
518f comparando fracturas frente a coxartrosis. Podemos observar como hay un mayor numero
de muestras que expresan conjuntamente miR-187 y miR-518f en el grupo de fracturados. OR:

Odds ratio; IC-95%: Intervalo de confianza del 95% para la Odds ratio.
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Fig. 19. La grafica representa el numero de pacientes que expresaban o no de miR-187 y miR-
518f comparando fracturas frente a coxartrosis. Podemos observar como hay un mayor nimero

de muestras que expresan conjuntamente miR-187 y miR-518f en el grupo de fracturados.

Ademas realizamos un analisis de asociacion entre los microARN vy
diversas caracteristicas de los pacientes (edad, sexo, presencia o no de
factores de riesgo cardiovascular (diabetes mellitus, dislipemia, hipertensién
arterial, hiperuricemia), fallecimiento o no, indice de Charlson), sin encontrar

relaciones significativas.

> Analisis de miR-214

Por razones presupuestarias que obligaban a limitar el numero de
analisis, en un primer momento no seleccionamos miR-214 para la fase de

replicacion, a pesar de que en nuestros estudios con miniarrays mostraba
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diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de fracturas y el grupo
de artrosis, con una mayor expresion en los artrésicos (p=0,016). Sin embargo,
a raiz de la publicacion del estudio de Wang (Nature, Diciembre 2012) (67),
decidimos ampliar nuestro trabajo e incluir este microARN en el analisis con la
intencién de confirmar o refutar los resultados del mencionado estudio.

Las caracteristicas de la muestra seleccionada incluyé los mismos
sujetos anteriormente descritos, pero incrementamos el tamafio muestral como
se expone a continuacion:

Grupo fracturados:

Se incluyeron 24 muestras de hueso en pacientes con fracturas de
cadera, 1 varén y 23 mujeres, con una edad media de 78 + 5 afios (media *
DE).

Grupo artrosis:

Se incluyeron 27 sujetos, 1 varén y 26 mujeres, con una edad media de
75 £ 5 afios (media = DE).

Grupo control:

Se incluyeron 6 muestras, 4 varones y 2 mujeres, con una edad media
de 75 = 14 anos (media + DE).

Analisis de miR-214

Los resultados de los analisis de asociacion entre los niveles de miR-214
y la muestra a estudio (fracturas, artrosis y control) fueron:
* miR-214: la expresion media valorada como ACt de miR-214 fue
de 2,3 £ 2,0 para las fracturas, 1,6 + 1,2 para las artrosis y 2,3 +
0,6 para los controles. La abundancia relativa, valorada como

2ACt fue de 11,9 = 18,2 para las fracturas, 4,2 + 4,8 para las
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artrosis y 5,2 + 2,3 para los controles. No encontramos diferencias
significativas entre ninguno de los grupos analizados (Tabla 14 y
Fig. 20). Tampoco encontramos diferencias cualitativas
estadisticamente significativas al comparar la expresién o no de
miR-214. Establecimos como punto de corte de la PCR
cuantitativa un valor de Ct de 35, entendiendo como ausencia de
expresion los casos con Ct igual o superior a 35; mientras que se
consideré que el microARN se expresaba en los casos con Ct

inferiores a 35.

T- student: Analisis de ACt de los microARNs y la muestra a estudio (Fracturas

(F), artrosis (A) y control (C))

MicroARN | Grupo Media | Desviacion p
estandar FvsA FvsC AvsC
Fracturas 2,3 2,0
miR-214 | Artrosis 1,6 1,2 0,119 0,98 0,173
Control 2,3 0,6

U-Mann Whitney: Analisis de 2ACt de los microARNs y la muestra a estudio

MicroARN | Grupo Media | Desviacion p
estandar FvsA FvsC AvsC
Fracturas 11,9 18,2
miR-214 | Artrosis 4,2 4,8 0,136 0,756 0,062
Control 5,2 2,3

Tabla 14. Asociacién entre microARNs y la muestra a estudio: fracturas; artrosis; control. F: Fracturados;

A: Artrosis; C: Control; p: Significacion estadistica.
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Fig. 20. Analisis cuantitativo de miR-214 segun la expresién valorada como ACt en los grupos
de fracturas, coxartrosis y control. La figura representa la mediana, los percentiles 3, 25, 75 y

97 y los casos extremos (“outliers”).

No realizamos un analisis cualitativo comparativo de los datos, como en
las otras muestras, ya que en el 100% de las muestras (fracturas, coxartrosis y
controles) presentaron valores de Ct inferiores a 35.

Realizamos un analisis de asociacion entre la expresion de miR-214 y
las caracteristicas generales de los pacientes (como se ha mencionado
anteriormente) sin encontrar relaciones estadisticamente significativas.

Wang y sus colaboradores realizaron un analisis comparativo de los
niveles de miR-214 por subgrupos de edad donde encontraron diferencias

significativas, nosotros debido a un menor tamano muestral, hicimos el analisis
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por subgrupos de edad sin diferenciar por el sexo con rangos de edad
establecidos como se expone a continuaciéon: 63-71 anos, n=2; 72-80, n=15;
81-88, n=7. No encontramos diferencias significativas. Ademas realizamos un
analisis de correlacion entre miR-214 y la edad en pacientes fracturados, con el

resultado que se muestra en la Figura 21.
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Fig. 21. Analisis de correlacion entre miR-214 y la edad en pacientes fracturados.

La figura muestra una mala correlacidén entre estas dos variables en este
grupo de pacientes y un bajo coeficiente de determinacion (r*=0,031). Ademas
estos resultados son opuestos a los de Wang, ya que muestra una relacion

inversa de los niveles de miR-214 con respecto a la edad.
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4.3.ANALISIS DE LOS MICROARNSs EN SUERO

4.3.1. Caracteristicas de la muestra

Grupo fracturados:

Incluimos 4 muestras de suero de mujeres con una edad media de 78 +
4 afnos (media + DE).
Grupo artrosis:

Seleccionamos 4 muestras, 1 varon y 3 mujeres, con una edad media de
77 £ 7 afios (media = DE).

La muestras de suero seleccionadas eran de alguno de los pacientes
que habian sido analizados anteriormente en hueso.

4.3.2. Analisis de los microARNs

Analizamos la expresion de miR-187 y miR-518f, dado que eran los
microARNs que mostraban diferencias significativas entre fracturas y artrosis
en hueso.

En este caso la normalizacion se realizd solo con miR-222, ya que let-7b
no era homogéneo entre los grupos en suero. Es decir, los niveles de
expresion de let-7b no se mantenian constantes entre los grupos y ademas en
alguna de las muestras no se detectaba la expresion de este microARN
(Ct>35).

» Analisis de resultados:

Los resultados de los analisis de asociacion entre los microARNs vy los
grupos de estudio (osteoporosis y artrosis) se exponen a continuacion:

* miR-518f: Al igual que observamos en el hueso, los niveles
séricos tendian a ser algo mayores en las muestras de pacientes

con fracturas que en las de los pacientes con artrosis. Sin
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embargo, la diferencia estaba muy lejos de la significacion
estadistica (p=0,69).
e mir-187: Este microARN no se detectdé en ninguna de las

muestras de suero analizadas (Tabla 15).

T- student: Analisis de ACt de los microARNs y la muestra a

estudio en suero (Fracturas (F) y artrosis (A))

MicroARN | Grupo Media | Desviacién p
tipica FvsA
Fracturas | 11,46 7,77
miR-518f | Artrosis 13,57 6,21 0,687
Fracturas - -
miR-187 | Artrosis - - -

Tabla 15. Asociacion entre microARNs y la muestra a estudio en suero: osteoporosis

(fracturados); artrosis. F: fracturados; A: Artrosis; p: Significacion estadistica.

Dado que se analizd6 un menor numero de muestras de suero que de
hueso y que no pudimos seleccionar las muestras de suero en funcién de la
mejor expresiéon en hueso debido a que en la seroteca no disponiamos de
muestras de todos los pacientes, el siguiente paso que realizamos fue
comparar si las muestras analizadas en suero mostraban diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de hueso y si habia algun tipo
de relacién entre los resultados de hueso y suero.

* miR-518f: No encontramos diferencias significativas entre
fracturas y artrosis en suero ni en hueso en las muestras

analizadas, pero al igual que sucedié en el conjunto total de las
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muestras de hueso, en este subgrupo se observé una cierta
tendencia a una mayor expresién en el grupo de fracturas que en
el de artrosis, analoga a la observada en el suero (Tabla 16)

* miR-187: El subgrupo de muestras de hueso analizadas
mostraron expresion detectable de este miARN, con diferencias
significativas entre artrosis y fracturas. Esto contrastaba con lo
observado en el suero, como se ha comentado anteriormente

(Tabla 16).

T- student: Analisis comparativo de hueso frente a suero de ACt
(normalizacién con miR-222) de los microARNs y la muestra estudio

(Fracturas (F) y artrosis (A))

MicroARN Grupo Media Desviaciéon p
estandar FvsA
miR-518f en | Fracturas 13,2 29 0,118
hueso Artrosis 17,4 24
miR-518f en | Fracturas 11,5 7,8 0,687
suero Artrosis 13,6 6,2
hueso Artrosis 10,4 2.7 0,028

miR-187 en Fracturas - -

suero - -
Artrosis - -

Tabla16. Analisis comparativo de la expresion de los miARNs en hueso y suero en los
diferentes grupos. Para comparar las muestras ambas se normalizaron Unicamente con miR-

222. F: Fracturas; A: Artrosis; p: Significacion estadistica.
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Si el hueso fuera una fuente preferente de estos miARN, cabria esperar
la existencia de una correlacion directa entre los niveles de los miARN
detectados, en un individuo dado, en hueso y suero. Por ello, aun siendo
conscientes de la limitacion resultante del escaso tamano muestral,
realizamos un analisis para intentar establecer dicha relacién. El resultado se

expone en la Figura 22.
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Fig. 22. Representacion grafica de la relacion entre los valores de miR-518f en hueso

(abscisas) y suero (ordenadas).

Como se observa en la figura, no pudimos detectar una correlacion
significativa entre los niveles del miR-518f en hueso y suero. Aun mas, la
tendencia fue a observar una correlacion negativa. Evidentemente, al no
detectarse en suero no se pudo hacer un analisis similar con respecto al miR-

187.
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4.4.ANALISIS DE MICROARNs EN CULTIVOS PRIMARIOS DE

OSTEOBLASTOS

4.4 1. Caracteristicas de la muestra

Se seleccionaron 8 muestras de cultivos primarios de osteoblastos
obtenidos a partir de pacientes fracturados y 8 muestras de artrésicos.

4.4.2. microARNs analizados

Realizamos un analisis de miR-518f y miR-187 y normalizamos los
resultados mediante la media de los niveles de let-7b y miR-222.

4.4 3. Anadlisis de resultados

En la tabla siguiente se resumen los resultados de la expresion de esos
mMiIARNs en los cultivos de osteoblastos de los dos grupos de pacientes

estudiados (Tabla 17).

U-Mann Whitney: Analisis de 2ACt de los microARNs y
muestra estudio (Fracturas (F) y artrosis (A)) en cultivos

primarios de osteoblastos.

MicroARN | Grupo Media | Desviacién p
estandar FvsA
Fracturas | 0,007 0,02
miR-518f | Artrosis 0,86 1,81 0,199
Fracturas | 0,002 0,004
miR-187 | Artrosis 0,001 0,004 1

Tabla 17. Analisis comparativo de la expresion de los miARNs en cultivos primarios de

osteoblastos en los diferentes grupos. F: Fracturas; A: Artrosis; p: Significacion estadistica.
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Podemos observar que no hubo diferencias significativas en la expresién
de los miIARNSs entre los cultivos de osteoblastos procedentes de pacientes con
coxartrosis y los procedentes de pacientes con fracturas de cadera.

En el analisis cualitativo de los microARNSs: establecimos como punto de
corte de la PCR cuantitativa un valor de Ct de 35, entendiendo como ausencia
de expresion los casos con Ct igual o superior a 35; mientras que se consideré
que el microARN se expresaba en los casos con Ct inferiores a 35 (Tabla 18).

* miR-518f: globalmente se expresdé en el 55% de las muestras,
incluyendo 30% de las fracturas y en el 80% de las artrosis. La
odds ratio entre fracturas y artrosis fue de 0,1 con un intervalo de
confianza de 0,0-0,8 (p=0,07).

* miR-187: se expresd globalmente en el 60% de las muestras. En
el 50% de las fracturas y en el 70% de las artrosis. La odds ratio
entre fracturas y artrosis fue de 0,4 con un intervalo de confianza

de 0,1-2,7 (p=0,650).

MicroARN | miR-518f miR-187
Grupo + - + -
Fracturas 3 7 5 5
Coxartrosis 8 2 7 3

Tabla 18: Analisis cualitativo de la expresion de miR-518f y miR-187 en los pacientes con

fracturas y en los pacientes con coxartrosis.
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4.5.EFECTO DE LOS MICROARNs SOBRE LA EXPRESION DE GENES

PROPIOS DE LOS OSTEOBLASTOS

4.5 .1. Caracteristicas de la muestra

Realizamos un primer experimento para ver la expresion de los
microARNs en cultivos de dos lineas celulares de tipo osteoblastico (MG-63 y
HOS-TE8537) y observamos que los dos microARNs, miR-187 y miR-518f, solo
se expresaban en MG-63. Ante este hallazgo decidimos realizar los estudios
sobre cultivos de la linea MG-63. En esta linea valoramos los efectos de la
transfeccion con inhibidores de esos microARN, sobre los niveles de los

propios microARN y de otros genes tipicos de la linea osteoblastica.

4.5.2. Anadlisis de resultados

En un primer estudio comparamos si habia diferencias en los niveles de
miR-518f y miR-187 a las 24 y 48 horas de transfectar las células con
inhibidores de esos microARNSs.

* Inhibicién miR-187: No encontramos diferencias significativas en
la expresion de miR-187 a las 24 horas de transfectar las células
con un inhibidor de este microARN o con un control. Ademas, a
las 48 horas no se expresé en ninguna de las muestras (incluidos
controles), lo que hace pensar que el resultado obtenido no es un
efecto especifico del antagonista transfectado, sino un artefacto
propio del procedimiento.

* Inhibicibn miR-518f: No encontramos diferencias significativas
frente al control en la expresion de miR-518f a las 24 6 48 horas

de la transfeccién de un inhibidor (Tabla 19; Fig. 23).

126



microARN 24 horas (Ct) 48 horas (Ct)
Inh miR-187 32,9 40
Control miR-187 32,7 40
Inh miR-518f 17,8 19,1
Control miR-518f 18,2 19

Tabla 19. Andlisis comparativo de las variaciones en los Ct de miR-518f y miR-187 tras una
transfeccion realizada tras 24horas y tras 48horas con los inhibidores correspondientes
(Inhibidor de miR-187; Inhibidor miR-518f).

M Ct miR-187

Tiempo de transfeccion B Gt miR-518f

24horas 48horas

40,0—

Control  Inh. miR- Inh. miR- Control  Inh. miR- Inh. miR-
187 518f 187 518f

Grupo Grupo

Fig. 23. Representacién grafica de las variaciones de los miARNs (miR-518f y miR-187) en

relacion con el tiempo de la transfeccion.
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A pesar de los anteriores resultados negativos, decidimos explorar si la

transfeccion de estos inhibidores se asociaba a algun cambio en la expresién

de genes relacionados con el metabolismo 6seo. Los resultados se resumen

en la Tabla 20 y la figura 24.

Expresion Control Inh-miR-187 Inh-miR-518f
(CY) (Ct) (Ct)
miR-518f 17,3 16,9 16,5
ALPL 28,6 30,2 31,1
RANKL 34,3 36,4 36,8
IGF1R 22,5 23,2 31,6 (23,1)*
OPG 24,8 25,7 26,4

Tabla 20. Variaciones en los niveles de miR-518f y en la expresion de los genes seleccionados
tras la transfeccion con el inhibidor de miR-518f. ALPL: Fosfatasa Alcalina; RANKL: Ligando del

receptor activador del factor nuclear k ; IGF1R: Receptor del factor de crecimiento insulinico

tipo 1; OPG: Osteoprotegerina. ()*: valor Ct de IGF1R al excluir la muestra que no mostro

expresion (Ct=40).
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Grupo
[ Control
60,0 B Inh. miR-187
[1Inh. miR-518f
50,0
40,0
6 vy
30,0
20,0
10,0
0,0

RANKL IGF1IR OPG ALP miR-518f

Fig. 24 Variaciones en los niveles de miR-518f y en la expresion de los genes seleccionados
tras la transfeccion con el inhibidor de miR-518f. ALPL: Fosfatasa Alcalina; RANKL: Ligando del
receptor activador del factor nuclear k B; IGF1R: Receptor del factor de crecimiento insulinico

tipo 1; OPG: Osteoprotegerina.

Podemos observar que no se detectaron diferencias en los niveles de
miR-518f ni en la expresion de los genes analizados. En el unico gen que
parecia haber diferencias era en IGF1R debido a que en uno de los duplicados
no hubo expresion (Ct=40), por lo que si excluimos dicho resultado tampoco

muestra significacion estadistica.
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5. DISCUSION

5.1.Expresion diferencial de microARNSs: barrido inicial

La epigenética nos ayuda a explicar los patrones de herencia
“‘complejos”, es decir, los que subyacen en enfermedades frecuentes en la
poblacién, que son el resultado de la accion combinada de varios genes y de la
interaccidn entre estos y diversos factores ambientales. Por otro lado, los
mecanismos epigenéticos inducen cambios estables en la expresién de genes
que explican porqué los diferentes tipos celulares tienen patrones de expresion
diversos (y, en consecuencia, caracteristicas fenotipicas) que se mantienen a
través de la division celular, aun cuando todas las células del organismo
comparten un mismo genotipo. Entre los mecanismos epigenéticos que regulan
la expresidn génica se encuentran los microARNs. Estos han sido estudiados
en diversas enfermedades, incluyendo el cancer, las enfermedades
neuroldgicas, las enfermedades cardiovasculares, etc (46)(89)(90). Pero hasta
la fecha, el papel de los microARNs en la fisiopatologia del metabolismo éseo
apenas es conocido.

Los estudios de epidemiologia genética han confirmado que la
osteoporosis y la artrosis son enfermedades que siguen patrones de herencia
en los que intervienen numerosos genes, asi como factores ambientales, como
la dieta, la actividad fisica, las funciones endocrinas y la exposicion a diversas
sustancias, como el alcohol, algunas drogas y medicamentos o el tabaco
(29)(35). Como es bien sabido, estas enfermedades aparecen generalmente en
individuos de edad avanzada, aun cuando evidentemente las caracteristicas

genéticas estan presentes en el individuo desde antes de su nacimiento. Ello
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refuerza la idea de que su desarrollo depende de la interaccion de diversos
factores genéticos y ambientales.

Los microARNs pueden representar uno de los mecanismos por los que
los factores ambientales modulan el fenotipo celular. En todo caso, en los
ultimos afios se han acumulado numerosos datos que indican su importante
papel en la modulacion de los patrones de expresidén génica de los diferentes
tejidos. Por tanto, el conocimiento del efecto de los microARNs sobre el
metabolismo 6seo es muy interesante por diferentes motivos. Por un lado, para
incrementar el conocimiento sobre la patogenia de estas enfermedades
esqueléticas que suponen una importante carga de morbilidad en la poblacién
de edad avanzada. Ello, a su vez, puede permitir identificar genes regulados
por esos microARNs y eventualmente marcar nuevas dianas que permitan
desarrollar farmacos alternativos mas potentes o seguros que los actualmente
disponibles. Por otro lado, los propios microARNs podrian tener importancia
como biomarcadores que ayuden a predecir el riesgo de enfermedad, o dentro
de una perspectiva farmacogendmica, las respuestas beneficiosas y los efectos
adversos a los farmacos. Merece la pena sefialar que en la actualidad ya
disponemos de algunos biomarcadores utiles en las enfermedades
esqueléticas, especialmente en la osteoporosis. Es el caso de la densitometria
O0sea y de los marcadores del remodelado éseo. Estos (especialmente la
densitometria) tienen una clara utilidad en la prediccion del riesgo de fractura
(91). Sin embargo, distan de tener una eficacia perfecta. De manera peculiar,
sus cambios son un pobre reflejo del efecto antifracturario de los farmacos
empleados en el tratamiento de la osteoporosis (92). Disponer de nuevos

marcadores, facilmente medibles en muestras accesibles (por ejemplo, en
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suero), estables en el tiempo y eficaces para predecir el riesgo futuro de
desarrollar osteoporosis o artrosis y la respuesta a los tratamientos es un
objetivo de muchos grupos de investigacion en el campo de la fisiopatologia
Osea.

El propdsito principal de nuestro estudio era identificar microARNs que
pudieran expresarse con intensidad diferente en la osteoporosis y la artrosis,
en suero y en hueso, y que, por tanto, pudieran estar involucrados en la
patogenia de estos procesos y pudieran servir como biomarcadores.
Deseariamos sefalar la novedad de este objetivo, pues en el momento en que
iniciamos nuestro estudio no existia en la literatura ninguna publicacion con un
objetivos similar. Incluso en el momento actual apenas existen estudios
similares. De hecho, hasta donde nosotros sabemos, se han publicado sélo 3
articulos en los que se evalua la expresion de microARNs en hueso de
humanos (67)(69) y s6lo en uno de ellos, actualmente publicado s6lo en su
version online, se han explorado los niveles de microARNs en el suero de
pacientes (87).

Hasta la fecha, hay descritos 1872 microARNs en la especie humana.
Este numero dificulta el estudio de la posible implicacion de los microARNs en
las alteraciones del metabolismo 6seo. A la hora de plantear un estudio de
este tipo, cabe adoptar una de dos estrategias posibles. Por un lado, se puede
optar por una estrategia de asociacion de microARNs candidatos con la
enfermedad. En este caso, se trata de seleccionar a priori algunos microARNSs,
los cuales se piensa pueden estar implicados (a partir de los conocimientos
previamente existentes, por estudios clinicos o experimentales). Este es un

enfoque potencialmente atractivo, pero poco factible, dado el escaso
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conocimiento existente sobre el papel de los microARNs en la biologia 6sea.
Un enfoque alternativo es la aproximacién sin hipétesis previa (“hipothesis-
free”). En este caso, se plantea un barrido inicial de todos los microARNs. Hay
que tener en cuenta que se espera que la gran mayoria de los microARNs
estudiados en la fase inicial no estaran relacionados con la enfermedad. Sera
a partir de los resultados de ese estudio inicial como se seleccionan los
microARNs de interés, potencialmente asociados con la enfermedad, para
confirmar los resultados en otra muestra mas amplia. Este tipo de aproximacién
es equivalente al utilizado en los estudios de asociacion gendémica
(“genomewide association studies” o GWAS) y fue la que decidimos utilizar en
nuestro estudio.

Por razones de indole practica, en la primera fase de nuestro estudio
analizamos la expresion de 760 microARNs que podian determinarse de una
manera relativamente sencilla, por estar incluidos en “mini-arrays” comerciales.
Ello por un lado obviaba la necesidad de disefiar ensayos individuales,
abarataba los costes y permitia llevar a cabo las medidas por un procedimiento
cuantitativo (qRT-PCR en tiempo real) con resultados directamente
relacionados con los niveles de los microARNSs. Por otro lado, en ese grupo de
760 se encuentran los microARNs mejor conocidos y validados. En las
siguientes fases de nuestro estudio intentamos replicar dichos resultados con
una seleccion de un grupo de unos pocos microARNs, medidos en un mayor
numero de muestras de hueso y de suero de pacientes y en cultivos celulares.

Entre los 760 microARNs analizados identificamos algunos que se
expresaban de manera mas abundante en el hueso de los pacientes con

coxartrosis que en el hueso de los pacientes con fracturas osteoporoéticas de
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cadera: miR-187, miR-330-5p, miR-193a-3p, miR-214, let-7i y miR-181a-2. Por
el contrario, miR-636, miR-519d, miR-135, miR-518f, miR-137, miR-643 y miR-

524 se expresaban mas en los huesos de pacientes con fracturas.

Cabe senalar que para la comparacion de los grupos se consideré como
umbral de significacion el valor estandar de p=0,05, sin correccion por
comparaciones multiples. Esa decisidén l6gicamente supuso asumir un riesgo
elevado de falsos positivos. Sin embargo, se hizo asi como solucién de
compromiso y a fin de no comprometer la potencia del estudio. Ademas, puesto
que esta fase inicial del estudio era exploratoria e iria seguida de una fase
posterior de replicacion de los resultados considerados inicialmente como
significativos, las asociaciones espurias de la fase inicial podrian ser excluidas
posteriormente. De todas maneras, y esta es una limitacion relevante de
nuestro estudio, dado el numero relativamente pequefio de muestras no
podemos descartar que algunos otros microARNs, no identificados aqui,

puedan expresarse también de manera diferente en ambas enfermedades.

Por razones de eficiencia, para la fase de replicacion se seleccionaron,
pues, aquellos microARNs con mayor significacion estadistica, mayores
diferencias en la expresion en artrosis y fracturas y una mayor plausibilidad
biolégica. Para considerar este ultimo parametro exploramos las bases de
datos disponibles en la red (DIANA-MicroT-CDS, miRIAD, RefGene,
microRNA.org, miRDB, TargetScanHuman, PicTar) e identificamos los posibles
genes diana de esos microARNSs, en particular los genes relacionados con el
metabolismo 6seo. De esta forma identificamos aquellos microARNs que eran
candidatos de mayor interés “a priori” para las fases siguientes de nuestro

estudio. A continuacion se hace una breve descripcion de los microARNs que
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mostraron diferencias significativas en su nivel de expresion en hueso artrésico
y osteoporoético. Esta incluye las especies en las que se ha identificado y el
cromosoma en el que se localiza dicho microARN, la secuencia de nucledtidos

que lo constituyen y los posibles genes diana con los que se ha relacionado.

-Hsa-miR-187 (hsa-miR-187-3p) se ha descrito en homo sapiens (hsa),

ratbn (mmu), rata (rno), ganado vacuno (bta), perro (cfa), cerdo (ssc), mono

Rhesus (mml) y en el caballo (eca). Se localiza en el cromosoma 18 (q12.2).

Su secuencia madura es la siguiente:
UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG
Esta secuencia madura nos ayuda a conocer los posibles genes diana de
este microARN. Entre los genes diana de este microARN se encuentran
algunos relacionados con la homeostasis esquelética:
aQ WISP1 (Proteina secretada inducida por Wnt1): proteina derivada de
la familia de factores de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) que
parece regular la diferenciacién osteogénica por medio de BMP2

(93).

Q FGF3 (Factor de crecimiento de fibroblastos 3): regula negativamente

la osificacion al inhibir la proliferacion de condrocitos.

-Hsa-miR-193a-3p: (hsa-miR-193a-3p) se ha descrito en homo sapiens

(hsa) y raton (mmu). Se localiza en el cromosoma 17 (q11.2).
Su secuencia madura es:

AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
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Entre sus genes diana descritos relacionados con el metabolismo 6seo

esta:

Q NF-KB (Factor nuclear kappa B): gen que codifica una proteina que
pertenece a una familia de factores de transcripcion. Esta proteina se
encuentra en el citoplasma de forma inactiva. Al activarse se trasloca
hacia el nucleo. Es un mediador esencial de la via RANK-RANKL. Su
importancia en el metabolismo 6seo se ha demostrado en modelos
que muestran como su bloqueo in vitro produce una inhibicién de la
osteoclastogénesis y de la resorcién ésea. Como es bien conocido,
RANKL es producido por los osteocitos y otras células presentes en
el microambiente 6seo. Existe en forma soluble y ligado a membrana
(94). Cuando RANKL se une a su receptor RANK, presente en los
precursores de los osteoclastos, induce su diferenciacién y, por tanto,
favorece la formacion de osteoclastos. De hecho, un anticuerpo
neutralizante de RANKL (denosumab) se utiliza a menudo en el

tratamiento de la osteoporosis (95).

-Hsa-miR-210: (hsa-miR-210-3p) se ha descrito en homo sapiens (hsa).

Se localiza en el cromosoma 11 (p15.5)

Su secuencia madura es:

CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA

En el anadlisis de miniarrays sus resultados estaban proximos a la
significacién estadistica. Mizuno y colaboradores publicaron un articulo en el
que demostraban cémo este microARN estimulaba Ila diferenciaciéon

osteoblastica por medio del receptor AcvR1b (receptor tipo 1B de la activina A).
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AcvR1b es un miembro de la familia de receptores de BMP que transmite
sefales a Smad 2 y 3, las cuales a su vez, inducen la transcripcion de genes
que inhiben la diferenciacién osteoblastica (70). Por este motivo decidimos
seleccionarlo para intentar replicar estos resultados en nuestros ensayos

individuales.

-Hsa-miR-214: (hsa-miR-214-3p) se ha descrito en homo sapiens (hsa).

Se localiza en el cromosoma 1(g24.3).

Su secuencia madura es:

ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU

Entre los genes diana descritos estan:

O BMP2 (Proteina morfogenética 6sea 2): las familia de las BMPs
pertenecen a la superfamilia TGF-B. Estan implicadas en el
modelado y posiblemente en el remodelado del hueso. De hecho,
son potentes inductores de la diferenciacion de los precursores
mesenquimales hacia la linea osteoblastica. En consecuencia,

tienden a promover la formacién de hueso (96).

O CDH6 (Cadherina 6): codifica moléculas de adhesidon celular
dependientes de calcio que intervienen en el reconocimiento celular
y la morfogénesis de los tejidos. A nivel del hueso las cadherinas
parecen desempenar un papel importante en la diferenciacién
osteoblastica. Por otro lado, hay que tener en cuenta que, ademas
de intervenir en los procesos de contacto célula-célula, las
cadherinas pueden modular diversas funciones celulares y, de modo

particular, la actividad de la via Wnt (97).
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Ademas Wang y colaboradores (67) establecieron un efecto inhibitorio de miR-
214 sobre la diferenciacidn osteoblastica a través del gen ATF4 (Factor
activador de la transcripcion 4). Hoy en dia, el mecanismo de accién de este
gen sobre el metabolismo 6seo no esta del todo bien establecido, pero
sabemos que es fundamental en al proliferacion y diferenciacion osteoblastica.
Entre sus posibles mecanismos de accion se ha descrito su implicaciéon en
aumentos en la expresion de osteocalcina, RANKL, osterix, la sintesis de

colageno tipo 1, VEGF (98)(99).

-MiR-518f (hsa-miR-518f-3p) es un microARN que pertenece a la familia
de miR-515. Se ha descrito en Homo sapiens (hsa), Pan troglodytes (ptr;
chimpancé comun) y Pongo pygmaeus (ppy; orangutan de Borneo). Se localiza

en el cromosoma 19 (q13.42)

Su secuencia madura es la siguiente:

GAAAGCGCUUCUCUUUAGAGG

En las bases de datos bioinformaticas se han descrito los siguientes

genes diana relacionados con el metabolismo éseo:

O CTNNBI (B-catenina): codifica una proteina fundamental en la
activacién de la via Wnt clasica. Cuando los ligandos Wnt se unen a
sus receptores de membrana, disminuye la actividad de un complejo
molecular que fosforila B-catenina. En consecuencia aumentan los
niveles citoplasmaticos de [-catenina no fosforilada, que se trasloca

al nucleo, donde modula la transcripcion de los genes diana (100).
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Q EFNA4 (Efrina A4): no se conoce muy bien su efecto pero parece
participar en procesos de comunicacion intercelular. De hecho, las
efrinas se han implicado recientemente en los procesos de
comunicacion osteoblastos-osteoclastos, explicando en parte el
acoplamiento que existe normalmente entre la formacion y la

resorcion 6sea (101).

-Hsa-miR-636: (hsa-miR-636): se ha descrito en homo sapiens (hsa). Se

localiza en el cromosoma 17 (q25.1)

Su secuencia de nucledtidos madura es:

UGUGCUUGCUCGUCCCGCCCGCA

Entre sus genes diana se encuentran los siguientes:

QO Runx2 (Factor de transcripcion 2 relacionado con Runt): gen que
codifica la proteina que lleva su mismo nombre o también conocida
como CBFA1 (Core-binding factor alfa 1). Este factor de transcripcién
parece desempenar un papel fundamental en las fases iniciales de la
diferenciaciéon  osteoblastica a partir de los precursores
mesenquimales pluripotenciales (12). Algunas mutaciones de este

gen se consideran responsables de la displasia cleidocraneal (102).

Q TGF-B (Factor de crecimiento transformante): relacionado con la
maduracion de los osteoclastos y de las células del estroma
precursoras de osteoblastos. Ademas estimula la sintesis de

osteoprotegerina (OPG), por lo que tiene una accién muy importante
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sobre el remodelado éseo. De todas maneras, sus efectos in vitro
dependen de las condiciones experimentales, y en particular de las
concentraciones utilizadas, por o que no se conoce bien cual es su
efecto predominante en condiciones fisiolégicas (103). Ademas, se
considera que puede quedar almacenado en la matriz 6sea en forma
latente, para liberarse y activarse posteriormente cuando esa matriz

es resorbida (104).

5.2.Asociacion de microARNs con enfermedades esqueléticas

-miR-518f: mostré6 una mayor expresion en las muestras de pacientes
con fracturas osteoporoéticas, que en pacientes con artrosis y que en los
controles, tanto en el analisis cualitativo como cuantitativo. En el analisis
cualitativo, estableciendo como punto de corte de expresion positiva valores de
Ct inferiores a 35, encontramos que miR-518f se expresaba en la mayoria de
las muestras de pacientes con osteoporosis (74%) y en pocas muestras de los
pacientes con coxartrosis (37%). En el analisis cuantitativo miR-518f mostro
una mayor expresion en el grupo de pacientes con fracturas frente al grupo de
pacientes con coxartrosis con resultados estadisticamente significativos
(p=0,046) y muy cercano a la significacion estadistica al comparar el grupo de
pacientes con fracturas frente a los controles (p=0,065). EI hecho de no
encontrar diferencias entre estos dos ultimos grupos puede deberse a un
escaso tamafo muestral del grupo control (n=6).

Tras esto, intentamos replicar estos resultados en muestras de suero de
los mismos pacientes, con el inconveniente que en nuestra seroteca solo

teniamos muestras de algunos de los casos en los que se habian analizado las
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muestras de hueso (4 fracturas y 4 coxartrosis). En este analisis no
encontramos diferencias significativas en los niveles de miR-518f entre
fracturas y coxartrosis (p=0,687), pero si que se mantuvo la tendencia de unos
mayores niveles medios en el grupo de pacientes con fracturas osteoporéticas.
Esto podria deberse a un escaso tamano muestral y una mala conservacién de
los microARNs en las muestras de suero analizadas. No obstante, al comparar
los niveles de expresion en suero y hueso de un pequefo grupo de pacientes,
no encontramos una correlacion directa entre ambos, por o que no podemos
asegurar que los niveles séricos sean un buen indice de la situacion en el
hueso. Légicamente, cabe pensar que otros tejidos contribuyan de manera
importante a los niveles séricos de miR-518f.

Para analizar la capacidad funcional de miR-518f intentamos realizar
una transfeccién con un inhibidor de este microARN (antimiR) y estudiar las
diferencias en la expresion de genes interesantes en el metabolismo 6seo.
Para ello analizamos las variaciones en ALPL (Fosfatasa Alcalina), RANKL
(Ligando del receptor activador del factor nuclear k ), IGF1R (Receptor del
factor de crecimiento insulinico tipo 1) y OPG (Osteoprotegerina).

Hay que explicar que entre los genes diana descritos en las bases de
datos bioinformaticas para miR-518f no encontramos relacion directa con
ninguno de estos genes, pero dado que son genes muy importantes en el
metabolismo éseo, consideramos que era pertinente explorar si podia ejercer
efectos indirectos sobre la expresion de estos genes. De hecho, como hemos
sefalado anteriormente, entre las dianas de este microARN si se encuentran la
betacatenina y algunas efrinas, que son moduladores importantes de la funcion

de osteoblastos y osteoclastos.
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En nuestros experimentos, tras inhibir este microARN no encontramos
diferencias en la expresion de dichos genes. Ello iria en contra de la
implicacion de miR-518f en la regulacién de estos genes. Sin embargo, es
necesario sefalar que tampoco pudimos demostrar una reduccién consistente
de los niveles del microARN tras la transfeccion del inhibidor, por lo que cabe la
posibilidad de que la inhibicidon conseguida fuera insuficiente como para afectar
los potenciales genes diana.

Tampoco encontramos diferencias al comparar la expresion de miR-518f
en cultivos primarios de osteoblastos de sujetos con osteoporosis frente a
coxartrosis. De nuevo, si bien este resultado evidentemente no apoya la
implicacién de este microARN en la patogenia de estos procesos, tampoco la
excluye. De hecho, es bien conocido que durante el cultivo las células pueden
experimentar variaciones fenotipicas y epigenéticas que las alejen del patrén
normal cuando se encuentran en el seno de un tejido complejo, como el hueso
(105).

Llegado este punto, creemos que pese a no haber encontrado
diferencias en la expresién de los genes tras inhibir miR-518f, es posible que la
relacion con el gen CTNNBI (B-catenina) descrita en las bases de datos
bioinformaticas explique una mayor expresion en los fracturados (106). La via
Whnt/B-catenina (candnica) constituye un mecanismo esencial en la regulacién
del remodelado 6seo, controlando la proliferacién, la diferenciacion y la
apoptosis de los osteoblastos. Esta via regula la protedlisis de B-catenina. En
condiciones normales, la activacion de la via Wnt inhibe la formacion de
osteoclastos, puesto que tiende a disminuir la union de RANKL a RANK

(receptor de membrana presente en los precursores de osteoclastos) por
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aumentar la produccion de osteoprotegerina (OPG) en los osteoblastos. La
unién de OPG a RANKL impide la union de este a RANK, y por tanto la
induccién de la diferenciacion osteoclastica. Por otro lado, el papel de la via
Wnt mejor conocido es la regulacion de la actividad osteoblastica (3)(4).

Otros autores han descrito la relacion de los microARNs con la via Wnt.
Entre ellos, Kapinas (53)(54) demostré en cultivos celulares de osteoblastos
que mir-29a y mir-29c estan regulados por la via canénica Wnt e inducen un
descenso en los niveles de osteonectina y la diferenciacidon osteoblastica. Liu
(68) determind en cultivos celulares como mir-17 actia inhibiendo la
diferenciacion osteoblastica por accion sobre TCF3 (Factor transcriptor 3),
pieza clave en la via Wnt. Por su parte, Zhang (74) demostrd en osteoblastos
de ratén, como mir-335-5p regula negativamente DKK1 (dickkopf 1, inhibidor
de la via Wnt), lo cual favorece un aumento en la actividad de la via Wnt y en
consecuencia la potenciaciéon de la diferenciacién osteoblastica y condrocitica.

Tedricamente, a la vista de nuestros resultados podriamos sugerir que
miR-518f puede participar en el desarrollo de osteoporosis al ejercer un posible
efecto inhibitorio sobre la expresiéon del gen CTNNBI (B-catenina). Sin
embargo, seria necesario confirmar este resultado en otras cohortes de
pacientes y complementarlo con estudios funcionales alternativos. Sin
embargo, la mala correlacion que hemos encontrado en nuestro estudio entre
la expresion en hueso y los niveles séricos no apoya el uso potencial de estos

ultimos como biomarcador.

-miR-210: tampoco encontramos diferencias significativas en la

expresion de este microARN entre las muestras de hueso de los diversos
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grupos de individuos. Si acaso, en nuestro estudio observamos una pequefia
tendencia no significativa (p=0,30) a una mayor expresién en el grupo de
fracturados frente al grupo de coxartrosis. Estos resultados no van en linea con
lo comentado por Mizuno y sus colaboradores (70), quienes describieron en
cultivo celulares cdmo miR-210 tenia un efecto positivo sobre la diferenciacién
osteoblastica al inhibir el gen AcvR1b (receptor tipo 1B de la activina A).
AcvR1b es un miembro de la familia de receptores de BMP que transmite
sefales a Smad 2 y 3, las cuales a su vez, inducen la transcripcion de genes

que inhiben la diferenciacion osteoblastica.

-miR-187: mostré6 una mayor expresion en las muestras de pacientes
con artrosis, que en pacientes con fracturas osteoporéticas y que en los
controles. En el analisis cuantitativo observamos una clara mayor expresion en
hueso de los pacientes con coxartrosis que en los fracturados (p=0,002) y en
coxartrosis frente a controles (p=0,031). De cara a valorar el posible uso de
este microARN como biomarcador, exploramos sus niveles en suero. Sin
embargo, no conseguimos detectarlo de manera consistente. Ello
evidentemente cuestiona su uso como biomarcador aplicable en la clinica.

El siguiente paso fue intentar realizar una transfeccion en cultivos
primarios con el inhibidor de miR-187 (anti-miR), sin conseguir variaciones en
los niveles de este microARN.

Como comentamos con anterioridad, miR-187 parece guardar relacion
con FGF3. Este es un miembro de la familia del factor de crecimiento de
fibroblastos, que se une al Receptor del Factor de Crecimiento de Fibroblastos

3 para actuar como un regulador negativo del crecimiento de los huesos
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durante la osificacién. De esta forma inhibe la proliferacion de los condrocitos
dentro de la placa de crecimiento. Chen y colaboradores (107) estudiaron en
cultivos de células del endotelio vascular como descensos en la actividad de
FGF, conduce a una disminucion de miR-let-7 y aumentos de TGF-B. Esto
desencadena aumentos de marcadores mesenquimales tipo fibronectina,
vimentina, colageno que pueden favorecer el desarrollo de ciertas
enfermedades como algunos tipos de fibrosis cardiaca (108) o hipertension
portal (109). Mecanismos biolégicos similares a los anteriormente descritos
podrian favorecer ciertas enfermedades relacionadas con el metabolismo 6seo
como la artrosis. La inhibicién de FGF3 por parte de miR-187 podria explicar un
incremento en la proliferacion e hipertrofia de los condrocitos (110). Esto
explicaria una mejor expresion de miR-187 en los pacientes con artrosis frente

a los pacientes con osteoporosis y los controles.

-miR-636: no encontramos diferencias entre los grupos de pacientes con
fracturas, coxartrosis y controles en la fase de replicacion, por lo que
presumiblemente las diferencias encontradas en la fase inicial de barrido
representan un falso positivo, una asociacion con significacion espuria
relacionada con el hecho de haber llevado a cabo multiples comparaciones

entre los grupos.

-miR193a-3p: no encontramos diferencias entre los grupos de pacientes

con fracturas, coxartrosis y controles.
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-miR-214: Wang y colaboradores (67) establecieron, tras estudiar
muestras de fémur de 40 pacientes, como mir-214 presenta una relacion
directa con la edad e inversa con la masa 6sea. Esto ultimo puede deberse a
que mir-214 tiene como gen diana ATF4, por lo que tiene un efecto inhibitorio
sobre la diferenciacion osteoblastica. Contrariamente al estudio de Wang,
nosotros no encontramos diferencias en la expresion de este microARN entre
las muestras de hueso de los diversos grupos analizados. Globalmente en
nuestro estudio observamos una tendencia a mayor expresion en el grupo de
artrosis frente al grupo de fracturas, pero este hallazgo puede ser debido al
azar, pues la diferencia no era estadisticamente significativa (p=0,136). Wang y
sus colaboradores realizaron un analisis comparativo de los niveles de miR-214
por subgrupos de edad, con lo que encontraron diferencias significativas.
Nosotros intentamos reproducir esos resultados sin encontrar diferencias
significativas entre huesos osteoporéticos y artrésicos.

Estas diferencias en los resultados entre ambos estudios nos hacen ser
cautelosos a la hora de sacar conclusiones, ya que podria haber gran
variabilidad en los niveles de los microARNs por influencia de agentes externos
que son dificiles de controlar, como podrian ser otras enfermedades,
variaciones raciales, etc.

Por otro lado, es necesario sefalar que el analisis de los microARNs
individuales puede ser excesivamente simplista. Cabe pensar que la actividad
celular sea el resultado de integrar el efecto de diversos moduladores,
incluyendo varios microARNs. De hecho, nuestros resultados aportan alguna
sugerencia en ese sentido. En efecto, aun cuando el numero de muestras

analizadas fue limitado, parecia darse una interaccion entre miR-518f y miR-
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187, de manera que la expresion simultanea de ambos microARNs se asociaba
de manera mas importante con las fracturas que la expresion de cada uno de
ellos por separado.

Esto podria estar relacionado con un mecanismo de accion comun de
estos dos microARNs sobre la via Wnt. Como comentamos anteriormente, se
ha descrito cierta complementariedad entre estos microARNs y algunos genes
importantes de esta via (CTNNBI, WISP1). Esta posible interaccién de estos
dos microARNSs, inhibiendo dianas importantes para la activacion de la via Whnt,
justificaria un incremento en el riesgo de padecer osteoporosis.

Por otro lado, hoy sabemos que cada microARN puede ejercer su efecto
sobre varios genes diana. Esto evidentemente aumenta la complejidad del

analisis de sus posibles efectos y de los mecanismos involucrados.

5.3.Expresion diferencial de microARNs en enfermedades dseas: situacion

actual

Como comentamos anteriormente, en la actualidad ademas de nuestro
estudio hay otros tres trabajos publicados que evaluan la asociacién entre los
microARNs y el metabolismo 6seo humano.

El primer estudio publicado en hueso de pacientes con osteoporsis fue el
de Li y colaboradores (69). En cultivos celulares murinos en los que inhibieron
miR-2861 consiguieron un aumento de la expresion de HDACS5 y un descenso
de Runx2, inhibiendo asi la formacién 6sea. Por el contrario, en presencia de
miR-2861 hubo menor expresion de HDAC5 y mayor de Runx2. Estos

resultados los confirmaron en estudios en ratones. Ademas identificaron en

150



hueso fracturado de una familia de sujetos con osteoporosis precoz algunas
mutaciones de pre-miR-2861 que reducen la expresion de miR-2861.
Posteriormente Wang y colaboradores (67) identificaron en muestras de fémur
de 40 pacientes, cdmo mir-214 presenta una relacion directa con la edad e
inversa con la masa 6sea. Tras esto en cultivos con preosteoblastos de raton
establecieron que mir-214 tiene como gen diana ATF4 (Factor activador de la
transcripcion 4), por lo que tiene un efecto inhibitorio sobre la diferenciacion
osteoblastica.

Muy recientemente, Seeliger y colaboradores (87) acaban de publicar un
articulo que sigue una sistematica de investigacion muy similar a la
desarrollada por nosotros. Estos autores inicialmente realizaron una fase
exploratoria en suero de pacientes mediante arrays. De esta forma
seleccionaron aquellos microARNs que consideraron mas destacados. En una
segunda fase confirmaron dichos resultados en muestras de suero y hueso de
pacientes con osteoporosis comparados frente a controles. Asi, describieron
cinco microARNs que presentan una mayor expresion en suero y en hueso de
sujetos con osteoporosis. Estos cinco microARNs son miR-21, miR-23, miR-24,
miR-100 y miR-125b.

En nuestro trabajo hay que destacar que se hizo un analisis exploratorio
con un mayor numero de microARNs (760 microARNs) que el resto de
estudios. Ademas incluimos sujetos con artrosis para el analisis de la expresion
de los microARNSs, junto a los controles y sujetos con osteoporosis, lo cual
puede resultar interesante ya que hasta la fecha y hasta donde nosotros
sabemos, no hay ningun estudio de similares caracteristicas al respecto. Un

dato destacable en nuestros resultados es que a diferencia del estudio de
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Wang y Mizuno nosotros no encontramos diferencias en la expresion de miR-
214 y miR-210, lo que esta de acuerdo con lo publicado por Seeliger en el
analisis en suero con respecto a estos dos microARNSs.

Como vemos resumido en la Tabla 21 estos estudios, a pesar de tratar
sobre un mismo tema, presentan diferencias metodoldgicas y resultados muy

dispares entre ellos.
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5.4.Fortalezas v limitaciones del estudio

Deseariamos destacar que este es un estudio muy novedoso. En el
momento de iniciar nuestra investigacion no habia ningun articulo similar al
nuestro. De hecho, hasta la fecha solo se han publicado tres articulos en los
que se evalua la expresion de microARNs en hueso de humanos y solo uno en
el que se exploran los niveles de estos en suero de pacientes.

Hay que resaltar también el disefio. Realizamos una primera fase
exploratoria, seguida de una fase en la que realizamos un analisis comparativo
de los microARNs destacados en la fase anterior, para asi evitar falsos
positivos debido a comparaciones multiples. Pese a ello, al realizar un analisis
de resultados comparativo con mas de un contraste estadistico, aumento la
probabilidad de que alguno de nuestros resultados fuese debido al azar.

La validez de nuestros resultados puede estar limitada por un sesgo de
confusion, ya que nuestra poblacion estd expuesta a muchas variables no
controladas, como la edad u otras enfermedades, que pueden influir sobre los
niveles de los microARNs y de ahi las diferencias en los resultados con otros
autores. Ademas hay que destacar que los estudios se han realizado sobre
muestras de sujetos de sexo femenino, por lo que nuestros resultados se

limitaran a dicha poblacion.

Uno de los pasos fundamentales en el disefio y la planificacion de un
estudio de asociacion es el calculo del tamafo de la muestra que seria
necesaria para detectar un determinado efecto genotipico sobre una
enfermedad concreta. El hecho de que nuestro estudio sea tan novedoso

limitaba la posibilidad de conocer la variabilidad de los niveles de microARNSs v,
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en consecuencia, la estimacién del tamafio muestral. Por ello, seleccionamos
un tamano muestral similar al utilizado por otros autores que obtuvieron
resultados satisfactorios en esta materia. Debido a esto y a las limitaciones
econdmicas que nos condicionaron el tamafo muestral, nuestro estudio tuvo
una potencia limitada, especialmente para el analisis por subgrupos y para el

analisis en las muestras de suero.

5.5.Perspectivas

Actualmente numerosos autores investigan el uso de la terapia génica,
incluyendo el uso de microARNs, en la regeneracion 6ésea, con algunos
resultados preliminares exitosos in vitro e in vivo (111). Pero el principal
inconveniente de estas nuevas terapias es que necesitaremos ampliar nuestros
conocimientos sobre la farmacocinética y farmacodinamia y controlar mejor las
diferencias que existen entre los estudios en cultivos celulares e in vivo. En el
caso de los microARNs sera muy importante ampliar nuestros conocimientos
sobre sus posibles genes diana (112)(113). Por este motivo creemos que
nuestros resultados son de importancia para la comunidad cientifica al ampliar
el conocimiento de la epigenética en el metabolismo éseo humano. No
obstante, somos conscientes de las limitaciones de nuestro estudio, por lo que
creemos que serian necesarios otros trabajos para confirmar nuestros

resultados.

A raiz de este estudio nos surge la obligacién de continuar empujado las
puertas del conocimiento, que hemos entreabierto, pero distan de estar

plenamente abiertas. Por ello en préximos trabajos intentaremos comprender
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mejor los mecanismos de accion de estos microARNs en la fisiopatologia de
las enfermedades Oseas e intentaremos reproducir dichos resultados en el
suero de pacientes. Esto nos ayudara a ampliar los conocimientos necesarios
para el descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas y nuevos marcadores

diagndsticos mas precisos, precoces y menos lesivos para nuestros pacientes.

156



Conclusiones
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6. CONCLUSIONES

1.

miR-518f se expresa mas en hueso de sujetos con osteoporosis que
en sujetos con artrosis.

miR-518f se expresa mas en hueso de sujetos con osteoporosis que
en hueso de controles.

miR-187 se expresa mas en hueso de sujetos con artrosis que en
sujetos con osteoporosis.

miR-187 se expresa mas en hueso de sujetos con artrosis que en
hueso de controles.

La expresion simultanea de miR-187 y miR-518f se asocia de
manera mas importante con la osteoporosis que cada uno de ellos
por separado.

miR-187 y miR-518f han mostrado diferencias suficientemente
importantes para ser estudiados como futuros biomarcadores del
metabolismo 6seo (herramientas diagndsticas, prondsticas y/o
terapéuticas).

Globalmente, nuestros resultados apoyan la hipotesis de que
algunos microARNs contribuyen a explicar la patogenia de
enfermedades esqueléticas comunes como la osteoporosis y la
artrosis. Los mecanismos moleculares implicados aun deben ser

identificados.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Listado de los microARNs presentes en el pool A de Applied Biosystems utilizados
para el analisis de los miniarrays.

miRBase ID_v18 LTt Assay ID LTt Assay Name Target Sequence

hsa-let-7a-5p 000377 hsa-let-7a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
hsa-let-7c 000379 " hsa-let-7c UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
hsa-let-7d-5p 002283 " hsa-let-7d AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
hsa-let-7e-5p 002406 hsa-let-7e UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
hsa-let-7f-5p 000382 hsa-let-7f UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
hsa-let-7g-5p 002282 hsa-let-7g UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
hsa-miR-1 002222 hsa-miR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
hsa-miR-9-5p 000583 hsa-miR-9 UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
hsa-miR-10a-5p 000387 hsa-miR-10a UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG
hsa-miR-10b-5p 002218 hsa-miR-10b UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
hsa-miR-15a-5p 000389 hsa-miR-15a UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
hsa-miR-15b-5p 000390 hsa-miR-15b UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
hsa-miR-16-5p 000391 hsa-miR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
hsa-miR-17-5p 002308 hsa-miR-17 CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
hsa-miR-18a-5p 002422 hsa-miR-18a UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
hsa-miR-18b-5p 002217 hsa-miR-18b UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG
hsa-miR-19a-3p 000395 hsa-miR-1%a UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
hsa-miR-19b-3p 000396 hsa-miR-19b UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
hsa-miR-20a-5p 000580 hsa-miR-20a UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
hsa-miR-20b-5p 001014 hsa-miR-20b CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
hsa-miR-21-5p 00397 hsa-miR-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
hsa-miR-22-3p 000398 " hsa-miR-22 AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
hsa-miR-23a-3p 000399 " hsa-miR-23a AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
hsa-miR-23b-3p 000400 hsa-miR-23b AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
hsa-miR-24-3p 000402 " hsa-miR-24 UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
hsa-miR-25-3p 000403 " hsa-miR-25 CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA
hsa-miR-26a-5p 000405 hsa-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
hsa-miR-26b-5p 000407 hsa-miR-26b UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
hsa-miR-27a-3p 000408 hsa-miR-27a UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
hsa-miR-27b-3p 000409 hsa-miR-27b UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
hsa-miR-28-3p 002446 hsa-miR-28-3p CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA
hsa-miR-28-5p 000411 hsa-miR-28-5p AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG
hsa-miR-29a-3p 002112 hsa-miR-2%a UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
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LTt Assay ID

LTt Assay Name

Target Sequence

hsa-miR-29b-3p 000413 hsa-miR-29b UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
hsa-miR-29¢-3p 000587 hsa-miR-29¢ UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
hsa-miR-30b-5p 000602 hsa-miR-30b UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
hsa-miR-30c-5p | 000419 hsa-miR-30c UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
hsa-miR-31-5p 002279 hsa-miR-31 AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU
hsa-miR-32-5p 002109 hsa-miR-32 UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA
hsa-miR-33b-5p 002085 " hsa-miR-33b GUGCAUUGCUGUUGCAUUGC
hsa-miR-34a-5p 000426 hsa-miR-34a UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
hsa-miR-34c-5p 000428 ' hsa-miR-34c-5p AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
hsa-miR-92a-3p | 000431 hsa-miR-92a UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
hsa-miR-93-5p 001090 mmu-miR-93 CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
hsa-miR-95 000433 hsa-miR-95 UUCAACGGGUAUUUAUUGAGCA
hsa-miR-96-5p | 000186 mmu-miR-96 UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU
hsa-miR-98 000577 hsa-miR-98 UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU
hsa-miR-99a-5p 000435 hsa-miR-99a AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
hsa-miR-99b-5p 000436 hsa-miR-99b CACCCGUAGAACCGACCUUGCG
hsa-miR-100-5p 000437 " hsa-miR-100 AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG
hsa-miR-101-3p 002253 hsa-miR-101 UACAGUACUGUGAUAACUGAA
hsa-miR-103a-3p 000439 " hsa-miR-103 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
hsa-miR-105-5p | 002167 hsa-miR-105 UCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGU
hsa-miR-106a-5p 002169 hsa-miR-106a AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
hsa-miR-106b-5p 000442 hsa-miR-106b UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
hsa-miR-107 | 000443 hsa-miR-107 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
hsa-miR-122-5p 002245 hsa-miR-122 UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
hsa-miR-124-3p 001182 mmu-miR-124a UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
hsa-miR-125a-3p 002199 hsa-miR-125a-3p ACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCC
hsa-miR-125a-5p 002198 ‘ hsa-miR-125a-5p UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA
hsa-miR-125b-5p 000449 hsa-miR-125b UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
hsa-miR-126-3p 002228 " hsa-miR-126 UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
hsa-miR-127-3p | 000452 hsa-miR-127-3p UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU
hsa-miR-127-5p 002229 hsa-miR-127-5p CUGAAGCUCAGAGGGCUCUGAU
hsa-miR-128 002216 hsa-miR-128 UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
hsa-miR-129-2-3p 001184 mmu-miR-129-3p | AAGCCCUUACCCCAAAAAGCAU
hsa-miR-129-5p 000590 hsa-miR-129-5p CUUUUUGCGGUCUGGGCUUGC
hsa-miR-130a-3p 000454 hsa-miR-130a CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
hsa-miR-130b-3p | 000456 hsa-miR-130b CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
hsa-miR-132-3p 000457 " hsa-miR-132 UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
hsa-miR-133a 002246 hsa-miR-133a UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
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hsa-miR-133b 002247 hsa-miR-133b UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
hsa-miR-134 001186 mmu-miR-134 UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG
hsa-miR-135a-5p 000460 hsa-miR-135a UAUGGCUUUUUAUUCCUAUGUGA
hsa-miR-135b-5p 002261 hsa-miR-135b UAUGGCUUUUCAUUCCUAUGUGA
hsa-miR-136-5p 000592 hsa-miR-136 ACUCCAUUUGUUUUGAUGAUGGA
hsa-miR-137 001129 mmu-miR-137 UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG
hsa-miR-138-5p 002284 hsa-miR-138 AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG
hsa-miR-139-3p 002313 hsa-miR-139-3p GGAGACGCGGCCCUGUUGGAGU
hsa-miR-139-5p 002289 hsa-miR-139-5p UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG
hsa-miR-140-3p 002234 hsa-miR-140-3p UACCACAGGGUAGAACCACGG
hsa-miR-140-5p 001187 mmu-miR-140 CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
hsa-miR-141-3p 000463 hsa-miR-141 UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
hsa-miR-142-3p 000464 hsa-miR-142-3p UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
hsa-miR-142-5p 002248 hsa-miR-142-5p CAUAAAGUAGAAAGCACUACU
hsa-miR-143-3p 002249 hsa-miR-143 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
hsa-miR-145-5p 002278 hsa-miR-145 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
hsa-miR-146a-5p 000468 hsa-miR-146a UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
hsa-miR-146b-3p 002361 hsa-miR-146b-3p UGCCCUGUGGACUCAGUUCUGG
hsa-miR-146b-5p 001097 " hsa-miR-146b UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU
hsa-miR-147b 002262 " hsa-miR-147b GUGUGCGGAAAUGCUUCUGCUA
hsa-miR-148a-3p 000470 " hsa-miR-148a UCAGUGCACUACAGAACUUUGU
hsa-miR-148b-3p 000471 " hsa-miR-148b UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
hsa-miR-149-5p 002255 hsa-miR-149 UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC
hsa-miR-150-5p 000473 hsa-miR-150 UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
hsa-miR-152 000475 hsa-miR-152 UCAGUGCAUGACAGAACUUGG
hsa-miR-153 001191 mmu-miR-153 UUGCAUAGUCACAAAAGUGAUC
hsa-miR-154-5p 000477 hsa-miR-154 UAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCG
hsa-miR-181a-5p 000480 hsa-miR-181a AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
hsa-miR-181c-5p 000482 hsa-miR-181c AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU
hsa-miR-182-5p 002334 hsa-miR-182 UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU
hsa-miR-183-5p 002269 hsa-miR-183 UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
hsa-miR-184 000485 hsa-miR-184 UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
hsa-miR-185-5p 002271 hsa-miR-185 UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA
hsa-miR-186-5p 002285 hsa-miR-186 CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
hsa-miR-187-3p 001193 mmu-miR-187 UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG
hsa-miR-188-3p 002106 hsa-miR-188-3p CUCCCACAUGCAGGGUUUGCA
hsa-miR-190a 000489 hsa-miR-190 UGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGU
hsa-miR-191-5p 002299 hsa-miR-191 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
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hsa-miR-192-5p 000491 hsa-miR-192 CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
hsa-miR-193a-3p 002250 hsa-miR-193a-3p AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
hsa-miR-193a-5p 002281 hsa-miR-193a-5p UGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGA
hsa-miR-193b-3p 002367 hsa-miR-193b AACUGGCCCUCAAAGUCCCGCU
hsa-miR-194-5p | 000493 hsa-miR-194 UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
hsa-miR-195-5p 000494 hsa-miR-195 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
hsa-miR-196b-5p 002215 hsa-miR-196b UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGG
hsa-miR-197-3p 000497 hsa-miR-197 UUCACCACCUUCUCCACCCAGC
hsa-miR-198 | 002273 hsa-miR-198 GGUCCAGAGGGGAGAUAGGUUC
hsa-miR-199a-5p 000498 hsa-miR-19%a CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC
hsa-miR-199a-3p; hsa-miR-199b-3p | 002304 hsa-miR-199a-3p ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
hsa-miR-199b-5p 000500 hsa-miR-19%b CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC
hsa-miR-200a-3p 000502 hsa-miR-200a UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
hsa-miR-200b-3p 002251 hsa-miR-200b UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
hsa-miR-200c-3p 002300 hsa-miR-200c UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
hsa-miR-202-3p | 002363 hsa-miR-202 AGAGGUAUAGGGCAUGGGAA
hsa-miR-203 000507 hsa-miR-203 GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
hsa-miR-204-5p 000508 hsa-miR-204 UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
hsa-miR-205-5p 000509 hsa-miR-205 UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
hsa-miR-208b | 002290 hsa-miR-208b AUAAGACGAACAAAAGGUUUGU
hsa-miR-210 000512 hsa-miR-210 CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
hsa-miR-214-3p 002306 hsa-miR-214 ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU
hsa-miR-215 000518 hsa-miR-215 AUGACCUAUGAAUUGACAGAC
hsa-miR-216a 002220 hsa-miR-216a UAAUCUCAGCUGGCAACUGUGA
hsa-miR-216b 002326 hsa-miR-216b AAAUCUCUGCAGGCAAAUGUGA
hsa-miR-217 | 002337 hsa-miR-217 UACUGCAUCAGGAACUGAUUGGA
hsa-miR-218-5p 000521 hsa-miR-218 UUGUGCUUGAUCUAACCAUGU
hsa-miR-219-5p 000522 hsa-miR-219 UGAUUGUCCAAACGCAAUUCU
hsa-miR-221-3p 000524 hsa-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
hsa-miR-222-3p | 002276 hsa-miR-222 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
hsa-miR-223-3p 002295 hsa-miR-223 UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
hsa-miR-224-5p 002099 hsa-miR-224 CAAGUCACUAGUGGUUCCGUU
hsa-miR-296-3p 002101 hsa-miR-296-3p GAGGGUUGGGUGGAGGCUCUCC
hsa-miR-296-5p 000527 hsa-miR-296 AGGGCCCCCCCUCAAUCCUGU
hsa-miR-299-3p 001015 hsa-miR-299-3p UAUGUGGGAUGGUAAACCGCUU
hsa-miR-299-5p 000600 hsa-miR-299-5p UGGUUUACCGUCCCACAUACAU
hsa-miR-301a-3p | 000528 hsa-miR-301a CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
hsa-miR-301b 002392 hsa-miR-301b CAGUGCAAUGAUAUUGUCAAAGC
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hsa-miR-302a-3p 000529 hsa-miR-302a UAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGA
hsa-miR-302b-3p 000531 hsa-miR-302b UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG
hsa-miR-302c-3p 000533 hsa-miR-302c UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG
hsa-miR-320a 0002277 hsa-miR-320 AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA
hsa-miR-323-3p 002227 hsa-miR-323-3p CACAUUACACGGUCGACCcuCU
hsa-miR-324-3p 002161 hsa-miR-324-3p ACUGCCCCAGGUGCUGCUGG
hsa-miR-324-5p | 000539 hsa-miR-324-5p CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGU
hsa-miR-326 000542 hsa-miR-326 CCUCUGGGCCCUUCCUCCAG
hsa-miR-328 000543 hsa-miR-328 CUGGCCcucucueccecuucecay
hsa-miR-329 110100 hsa-miR-329 AACACACCUGGUUAACCUCUUU
hsa-miR-330-3p 000544 hsa-miR-330-3p GCAAAGCACACGGCCUGCAGAGA
hsa-miR-330-5p 002230 hsa-miR-330-5p UCUCUGGGCCUGUGUCUUAGGC
hsa-miR-331-3p | 000545 hsa-miR-331 GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA
hsa-miR-331-5p 002233 hsa-miR-331-5p CUAGGUAUGGUCCCAGGGAUCC
hsa-miR-335-5p 000546 hsa-miR-335 UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU
hsa-miR-337-5p 002156 hsa-miR-337-5p GAACGGCUUCAUACAGGAGUU
hsa-miR-338-3p | 002252 hsa-miR-338-3p UCCAGCAUCAGUGAUUUUGUUG
hsa-miR-339-3p 002184 hsa-miR-339-3p UGAGCGCCUCGACGACAGAGCCG
hsa-miR-339-5p 002257 hsa-miR-339-5p UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG
hsa-miR-340-5p 002258 hsa-miR-340 UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU
hsa-miR-155-5p 002623 has-miR-155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
hsa-let-7b-5p 002619 hsa-let-7b UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
hsa-miR-342-3p | 002260 hsa-miR-342-3p UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
hsa-miR-342-5p 002147 hsa-miR-342-5p AGGGGUGCUAUCUGUGAUUGA
hsa-miR-345-5p 002186 hsa-miR-345 GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC
hsa-miR-361-5p | 000554 hsa-miR-361 UUAUCAGAAUCUCCAGGGGUAC
hsa-miR-362-3p 002117 hsa-miR-362-3p AACACACCUAUUCAAGGAUUCA
hsa-miR-362-5p 001273 hsa-miR-362 AAUCCUUGGAACCUAGGUGUGAGU
hsa-miR-363-3p 001271 hsa-miR-363 AAUUGCACGGUAUCCAUCUGUA
hsa-miR-365a-3p; hsa-miR-365b-3p | 001020 hsa-miR-365 UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU
hsa-miR-367-3p 000555 hsa-miR-367 AAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA
hsa-miR-369-3p | 000557 hsa-miR-369-3p AAUAAUACAUGGUUGAUCUUU
hsa-miR-369-5p 001021 hsa-miR-369-5p AGAUCGACCGUGUUAUAUUCGC
hsa-miR-370 002275 hsa-miR-370 GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU
hsa-miR-371-3p 002124 hsa-miR-371-3p AAGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGU
hsa-miR-372 | 000560 hsa-miR-372 AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU
hsa-miR-373-3p 000561 hsa-miR-373 GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU
hsa-miR-374a-5p 000563 hsa-miR-374 UUAUAAUACAACCUGAUAAGUG

183



miRBase ID_v18

LTt Assay ID

LTt Assay Name

Target Sequence

hsa-miR-374b-5p 001319 mmu-miR-374-5p | AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG
hsa-miR-375 000564 hsa-miR-375 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA
hsa-miR-376a-3p 000565 hsa-miR-376a AUCAUAGAGGAAAAUCCACGU
hsa-miR-376b 001102 hsa-miR-376b AUCAUAGAGGAAAAUCCAUGUU
hsa-miR-377-3p 000566 hsa-miR-377 AUCACACAAAGGCAACUUUUGU
hsa-miR-379-5p 001138 mmu-miR-379 UGGUAGACUAUGGAACGUAGG
hsa-miR-380-3p 000569 hsa-miR-380-3p UAUGUAAUAUGGUCCACAUCUU
hsa-miR-381 000571 hsa-miR-381 UAUACAAGGGCAAGCUCUCUGU
hsa-miR-382-5p 000572 hsa-miR-382 GAAGUUGUUCGUGGUGGAUUCG
hsa-miR-383 000573 hsa-miR-383 AGAUCAGAAGGUGAUUGUGGCU
hsa-miR-409-5p 002331 hsa-miR-409-5p AGGUUACCCGAGCAACUUUGCAU
hsa-miR-410 001274 hsa-miR-410 AAUAUAACACAGAUGGCCUGU
hsa-miR-411-5p 001610 hsa-miR-411 UAGUAGACCGUAUAGCGUACG
hsa-miR-422a 002297 hsa-miR-422a ACUGGACUUAGGGUCAGAAGGC
hsa-miR-423-5p 002340 hsa-miR-423-5p UGAGGGGCAGAGAGCGAGACUUU
hsa-miR-424-5p 000604 hsa-miR-424 CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA
hsa-miR-425-5p 001516 hsa-miR-425-5p AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA
hsa-miR-429 001024 hsa-miR-429 UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU
hsa-miR-431-5p 001979 hsa-miR-431 UGUCUUGCAGGCCGUCAUGCA
hsa-miR-433 001028 hsa-miR-433 AUCAUGAUGGGCUCCUCGGUGU
hsa-miR-449a 001030 hsa-miR-449 UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU
hsa-miR-449b-5p 001608 hsa-miR-449b AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC
hsa-miR-450a-5p 002303 hsa-miR-450a UUUUGCGAUGUGUUCCUAAUAU
hsa-miR-450b-3p 002208 hsa-miR-450b-3p UUGGGAUCAUUUUGCAUCCAUA
hsa-miR-450b-5p 002207 hsa-miR-450b-5p UUUUGCAAUAUGUUCCUGAAUA
hsa-miR-451a 001141 hsa-miR-451 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
hsa-miR-452-5p 002329 hsa-miR-452 AACUGUUUGCAGAGGAAACUGA
hsa-miR-323b-5p 002318 hsa-miR-453 AGGUUGUCCGUGGUGAGUUCGCA
hsa-miR-454-3p 002323 hsa-miR-454 UAGUGCAAUAUUGCUUAUAGGGU
hsa-miR-455-3p 002244 hsa-miR-455-3p GCAGUCCAUGGGCAUAUACAC
hsa-miR-455-5p 001280 hsa-miR-455 UAUGUGCCUUUGGACUACAUCG
hsa-miR-483-5p 002338 hsa-miR-483-5p AAGACGGGAGGAAAGAAGGGAG
hsa-miR-484 001821 hsa-miR-484 UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU
hsa-miR-485-3p 001277 hsa-miR-485-3p GUCAUACACGGCucuUcCcucucu
hsa-miR-485-5p 001036 hsa-miR-485-5p AGAGGCUGGCCGUGAUGAAUUC
hsa-miR-486-3p 002093 hsa-miR-486-3p CGGGGCAGCUCAGUACAGGAU
hsa-miR-486-5p 001278 hsa-miR-486 UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG
hsa-miR-487a 001279 hsa-miR-487a AAUCAUACAGGGACAUCCAGUU
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hsa-miR-487b 001285 hsa-miR-487b AAUCGUACAGGGUCAUCCACUU
hsa-miR-488-3p 002357 hsa-miR-488 UUGAAAGGCUAUUUCUUGGUC
hsa-miR-489 002358 hsa-miR-489 GUGACAUCACAUAUACGGCAGC
hsa-miR-490-3p 001037 hsa-miR-490 CAACCUGGAGGACUCCAUGCUG
hsa-miR-491-3p 002360 hsa-miR-491-3p CUUAUGCAAGAUUCCCUUCUAC
hsa-miR-491-5p 001630 hsa-miR-491 AGUGGGGAACCCUUCCAUGAGG
hsa-miR-493-3p 002364 hsa-miR-493 UGAAGGUCUACUGUGUGCCAGG
hsa-miR-494 002365 hsa-miR-494 UGAAACAUACACGGGAAACCUC
hsa-miR-495 001663 hsa-miR-495 AAACAAACAUGGUGCACUUCUU
hsa-miR-496 001953 hsa-miR-496 UGAGUAUUACAUGGCCAAUCUC
hsa-miR-499a-3p 002427 hsa-miR-499-3p AACAUCACAGCAAGUCUGUGCU
hsa-miR-499a-5p 001352 hsa-miR-499-5p UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU
hsa-miR-500a-5p 002428 hsa-miR-500 UAAUCCUUGCUACCUGGGUGAGA
hsa-miR-501-3p 002435 hsa-miR-501-3p AAUGCACCCGGGCAAGGAUUCU
hsa-miR-501-5p 001047 hsa-miR-501 AAUCCUUUGUCCCUGGGUGAGA
hsa-miR-502-3p 002083 hsa-miR-502-3p AAUGCACCUGGGCAAGGAUUCA
hsa-miR-502-5p 001109 hsa-miR-502 AUCCUUGCUAUCUGGGUGCUA
hsa-miR-503 001048 hsa-miR-503 UAGCAGCGGGAACAGUUCUGCAG
hsa-miR-504 002084 hsa-miR-504 AGACCCUGGUCUGCACUCUAUC
hsa-miR-505-3p 002089 hsa-miR-505 CGUCAACACUUGCUGGUUUCCU
hsa-miR-507 001051 hsa-miR-507 UUUUGCACCUUUUGGAGUGAA
hsa-miR-508-3p 001052 hsa-miR-508 UGAUUGUAGCCUUUUGGAGUAGA
hsa-miR-508-5p 002092 hsa-miR-508-5p UACUCCAGAGGGCGUCACUCAUG
hsa-miR-509-5p 002235 hsa-miR-509-5p UACUGCAGACAGUGGCAAUCA
hsa-miR-510 002241 hsa-miR-510 UACUCAGGAGAGUGGCAAUCAC
hsa-miR-512-3p 001823 hsa-miR-512-3p AAGUGCUGUCAUAGCUGAGGUC
hsa-miR-512-5p 001145 hsa-miR-512-5p CACUCAGCCUUGAGGGCACUUUC
hsa-miR-513-5p 002090 hsa-miR-513-5p UUCACAGGGAGGUGUCAU
hsa-miR-515-3p 002369 hsa-miR-515-3p GAGUGCCUUCUUUUGGAGCGUU
hsa-miR-515-5p 001112 hsa-miR-515-5p UUCUCCAAAAGAAAGCACUUUCUG
hsa-miR-516a-5p 002416 ' hsa-miR-516a-5p UUCUCGAGGAAAGAAGCACUUUC
hsa-miR-516b-5p 001150 " hsa-miR-516b AUCUGGAGGUAAGAAGCACUUU
hsa-miR-517a-3p; hsa-miR-517b-3p | 002402 hsa-miR-517a AUCGUGCAUCCCUUUAGAGUGU
hsa-miR-517c-3p 001153 hsa-miR-517c AUCGUGCAUCCUUUUAGAGUGU
hsa-miR-518a-3p 002397 hsa-miR-518a-3p GAAAGCGCUUCCCUUUGCUGGA
hsa-miR-518a-5p; hsa-miR-527 002396 hsa-miR-518a-5p CUGCAAAGGGAAGCCCUUUC
hsa-miR-518b 001156 hsa-miR-518b CAAAGCGCUCCCCUUUAGAGGU
hsa-miR-518c-3p 002401 hsa-miR-518c CAAAGCGCUUCUCUUUAGAGUGU
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hsa-miR-518d-3p 001159 hsa-miR-518d CAAAGCGCUUCCCUUUGGAGC
hsa-miR-518d-5p; | 002389 hsa-miR-518d-5p CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUG
hsa-miR-520c-5p;hsa-miR-526a

hsa-miR-518e-3p 002395 hsa-miR-518e AAAGCGCUUCCCUUCAGAGUG
hsa-miR-518f-3p 002388 hsa-miR-518f GAAAGCGCUUCUCUUUAGAGG
hsa-miR-519a-3p 002415 hsa-miR-519a AAAGUGCAUCCUUUUAGAGUGU
hsa-miR-519d | 002403 hsa-miR-519d CAAAGUGCCUCCCUUUAGAGUG
hsa-miR-519e-3p 002370 hsa-miR-51%9e AAGUGCCUCCUUUUAGAGUGUU
hsa-miR-520a-3p 001167 hsa-miR-520a AAAGUGCUUCCCUUUGGACUGU
hsa-miR-520a-5p 001168 hsa-miR-520a# CUCCAGAGGGAAGUACUUUCU
hsa-miR-520d-5p | 002393 hsa-miR-520d-5p CUACAAAGGGAAGCCCUUUC
hsa-miR-520g 001121 hsa-miR-520g ACAAAGUGCUUCCCUUUAGAGUGU
hsa-miR-521 001122 hsa-miR-521 AACGCACUUCCCUUUAGAGUGU
hsa-miR-522-3p 002413 hsa-miR-522 AAAAUGGUUCCCUUUAGAGUGU
hsa-miR-523-3p 002386 hsa-miR-523 GAACGCGCUUCCCUAUAGAGGGU
hsa-miR-524-5p 001982 hsa-miR-524-5p CUACAAAGGGAAGCACUUUCUC
hsa-miR-525-3p 002385 hsa-miR-525-3p GAAGGCGCUUCCCUUUAGAGCG
hsa-miR-525-5p 001174 hsa-miR-525 CUCCAGAGGGAUGCACUUUCU
hsa-miR-526b-5p 002382 hsa-miR-526b CUCUUGAGGGAAGCACUUUCUGU
hsa-miR-532-3p | 002355 hsa-miR-532-3p CCUCCCACACCCAAGGCUUGCA
hsa-miR-532-5p 001518 hsa-miR-532 CAUGCCUUGAGUGUAGGACCGU
hsa-miR-539-5p 001286 hsa-miR-539 GGAGAAAUUAUCCUUGGUGUGU
hsa-miR-541-3p 002201 hsa-miR-541 UGGUGGGCACAGAAUCUGGACU
hsa-miR-542-3p 001284 hsa-miR-542-3p UGUGACAGAUUGAUAACUGAAA
hsa-miR-542-5p 002240 hsa-miR-542-5p UCGGGGAUCAUCAUGUCACGAGA
hsa-miR-544a | 002265 hsa-miR-544 AUUCUGCAUUUUUAGCAAGUUC
hsa-miR-545-3p 002267 hsa-miR-545 UCAGCAAACAUUUAUUGUGUGC
hsa-miR-548a-3p 001538 hsa-miR-548a CAAAACUGGCAAUUACUUUUGC
hsa-miR-548a-5p | 002412 hsa-miR-548a-5p AAAAGUAAUUGCGAGUUUUACC
hsa-miR-548b-3p 001541 hsa-miR-548b CAAGAACCUCAGUUGCUUUUGU
hsa-miR-548b-3p 002408 hsa-miR-548b-5p AAAAGUAAUUGUGGUUUUGGCC
hsa-miR-548¢c-3p 001590 hsa-miR-548¢c CAAAAAUCUCAAUUACUUUUGC
hsa-miR-548am-5p; 002429 hsa-miR-548¢-5p AAAAGUAAUUGCGGUUUUUGCC
hsa-miR-548c-5p; hsa-miR-5480-5p

hsa-miR-548d-3p 001605 hsa-miR-548d CAAAAACCACAGUUUCUUUUGC
hsa-miR-548d-5p 002237 hsa-miR-548d-5p AAAAGUAAUUGUGGUUUUUGCC
hsa-miR-551b-3p 001535 hsa-miR-551b GCGACCCAUACUUGGUUUCAG
hsa-miR-556-3p 002345 hsa-miR-556-3p AUAUUACCAUUAGCUCAUCUUU
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hsa-miR-556-5p 002344 hsa-miR-556-5p GAUGAGCUCAUUGUAAUAUGAG
hsa-miR-561-3p 001528 hsa-miR-561 CAAAGUUUAAGAUCCUUGAAGU
hsa-miR-570-3p 002347 hsa-miR-570 CGAAAACAGCAAUUACCUUUGC
hsa-miR-574-3p 002349 hsa-miR-574-3p CACGCUCAUGCACACACCCACA
hsa-miR-576-3p 002349 hsa-miR-576-3p AAGAUGUGGAAAAAUUGGAAUC
hsa-miR-576-5p | 002350 hsa-miR-576-5p AUUCUAAUUUCUCCACGUCUUU
hsa-miR-579 | 002398 hsa-miR-579 UUCAUUUGGUAUAAACCGCGAUU
hsa-miR-582-3p 002399 hsa-miR-582-3p UAACUGGUUGAACAACUGAACC
hsa-miR-582-5p 001983 hsa-miR-582-5p UUACAGUUGUUCAACCAGUUACU
hsa-miR-589-5p 002409 hsa-miR-589 UGAGAACCACGUCUGCUCUGAG
hsa-miR-590-5p 001984 hsa-miR-590-5p GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG
hsa-miR-597 001551 hsa-miR-597 UGUGUCACUCGAUGACCACUGU
hsa-miR-598 | 001988 hsa-miR-598 UACGUCAUCGUUGUCAUCGUCA
hsa-miR-615-3p | 001960 mmu-miR-615 UCCGAGCCuGGGUcUCccucuu
hsa-miR-615-5p 002353 hsa-miR-615-5p GGGGGUCCCCGGUGCUCGGAUC
hsa-miR-616-3p 002414 hsa-miR-616 AGUCAUUGGAGGGUUUGAGCAG
hsa-miR-618 001593 hsa-miR-618 AAACUCUACUUGUCCUUCUGAGU
hsa-miR-624-3p 002430 hsa-miR-624 CACAAGGUAUUGGUAUUACCU
hsa-miR-625-5p 002431 hsa-miR-625 AGGGGGAAAGUUCUAUAGUCC
hsa-miR-627 | 001560 hsa-miR-627 GUGAGUCUCUAAGAAAAGAGGA
hsa-miR-628-5p | 002433 hsa-miR-628-5p AUGCUGACAUAUUUACUAGAGG
hsa-miR-629-5p 002436 hsa-miR-629 UGGGUUUACGUUGGGAGAACU
hsa-miR-636 002088 hsa-miR-636 UGUGCUUGCUCGUCCCGCCCGCA
hsa-miR-642a-5p 001592 hsa-miR-642 GUCCCUCUCCAAAUGUGUCUUG
hsa-miR-651 001604 hsa-miR-651 UUUAGGAUAAGCUUGACUUUUG
hsa-miR-652-3p 002352 hsa-miR-652 AAUGGCGCCACUAGGGUUGUG
hsa-miR-653 | 002292 hsa-miR-653 GUGUUGAAACAAUCUCUACUG
hsa-miR-654-3p | 002239 hsa-miR-654-3p UAUGUCUGCUGACCAUCACCUU
hsa-miR-654-5p 001611 hsa-miR-654-5p UGGUGGGCCGCAGAACAUGUGC
hsa-miR-655 001612 hsa-miR-655 AUAAUACAUGGUUAACCUCUUU
hsa-miR-660-5p 001515 hsa-miR-660 UACCCAUUGCAUAUCGGAGUUG
hsa-miR-671-3p 002322 hsa-miR-671-3p UCCGGUUCUCAGGGCUCCACC
hsa-miR-672 (v10) 002327 hsa-miR-672 UGAGGUUGGUGUACUGUGUGUGA
hsa-miR-674 (v10) | 002021 hsa-miR-674 GCACUGAGAUGGGAGUGGUGUA
hsa-miR-708-5p | 002341 hsa-miR-708 AAGGAGCUUACAAUCUAGCUGGG
hsa-miR-744-5p 002324 hsa-miR-744 UGCGGGGCUAGGGCUAACAGCA
hsa-miR-758 001990 hsa-miR-758 UUUGUGACCUGGUCCACUAACC
hsa-miR-871 (v10) 002354 hsa-miR-871 UAUUCAGAUUAGUGCCAGUCAUG
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hsa-miR-872 (v10) 002264 hsa-miR-872 AAGGUUACUUGUUAGUUCAGG
hsa-miR-873-5p 002356 hsa-miR-873 GCAGGAACUUGUGAGUCUCCU
hsa-miR-874 002268 hsa-miR-874 CUGCCCUGGCCCGAGGGACCGA
hsa-miR-875-3p 002204 hsa-miR-875-3p CCUGGAAACACUGAGGUUGUG
hsa-miR-876-3p 002225 hsa-miR-876-3p UGGUGGUUUACAAAGUAAUUCA
hsa-miR-876-5p 002205 hsa-miR-876-5p UGGAUUUCUUUGUGAAUCACCA
hsa-miR-885-3p | 002372 hsa-miR-885-3p AGGCAGCGGGGUGUAGUGGAUA
hsa-miR-885-5p 002296 hsa-miR-885-5p UCCAUUACACUACCCUGCCUCU
hsa-miR-886-3p (v15) 002194 hsa-miR-886-3p CGCGGGUGCUUACUGACCCUU
hsa-miR-886-5p (v15) 002193 hsa-miR-886-5p CGGGUCGGAGUUAGCUCAAGCGG
hsa-miR-887 002374 hsa-miR-887 GUGAACGGGCGCCAUCCCGAGG
hsa-miR-888-5p | 002212 hsa-miR-888 UACUCAAAAAGCUGUCAGUCA
hsa-miR-889 002202 hsa-miR-889 UUAAUAUCGGACAACCAUUGU
hsa-miR-890 002209 hsa-miR-890 UACUUGGAAAGGCAUCAGUUG
hsa-miR-891a 002191 hsa-miR-891a UGCAACGAACCUGAGCCACUGA
hsa-miR-891b | 002210 hsa-miR-891b UGCAACUUACCUGAGUCAUUGA
hsa-miR-892a 002195 hsa-miR-892a CACUGUGUCCUUUCUGCGUAG
hsa-miR-147a 000469 hsa-miR-147 GUGUGUGGAAAUGCUUCUGC
hsa-miR-208a 000511 hsa-miR-208 AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU
hsa-miR-211-5p | 000514 hsa-miR-211 yucccuuusucAauccuuceeeu
hsa-miR-212-3p 000515 hsa-miR-212 UAACAGUCUCCAGUCACGGCC
hsa-miR-219-1-3p 002095 hsa-miR-219-1-3p | AGAGUUGAGUCUGGACGUCCCG
hsa-miR-219-2-3p 002390 hsa-miR-219-2-3p | AGAAUUGUGGCUGGACAUCUGU
hsa-miR-220a (v15) | 000523 hsa-miR-220 CCACACCGUAUCUGACACUUU
hsa-miR-220b (v15) 002206 hsa-miR-220b CCACCACCGUGUCUGACACUU
hsa-miR-220c (v15) 002211 hsa-miR-220c ACACAGGGCUGUUGUGAAGACU
hsa-miR-298 002190 hsa-miR-298 AGCAGAAGCAGGGAGGUUCUCCCA
hsa-miR-325 000540 hsa-miR-325 CCUAGUAGGUGUCCAGUAAGUGU
hsa-miR-346 | 000553 hsa-miR-346 UGUCUGCCCGCAUGCCUGCCUCU
hsa-miR-376c 002122 hsa-miR-376c AACAUAGAGGAAAUUCCACGU
hsa-miR-384 000574 hsa-miR-384 AUUCCUAGAAAUUGUUCAUA
hsa-miR-412 001023 hsa-miR-412 ACUUCACCUGGUCCACUAGCCGU
hsa-miR-448 001029 hsa-miR-448 UUGCAUAUGUAGGAUGUCCCAU
hsa-miR-492 001039 hsa-miR-492 AGGACCUGCGGGACAAGAUUCUU
hsa-miR-506-3p 001050 hsa-miR-506 UAAGGCACCCUUCUGAGUAGA
hsa-miR-509-3-5p 002155 hsa-miR-509-3-5p | UACUGCAGACGUGGCAAUCAUG
hsa-miR-511 001111 hsa-miR-511 GUGUCUUUUGCUCUGCAGUCA
hsa-miR-517b (v17) 001152 hsa-miR-517b UCGUGCAUCCCUUUAGAGUGUU

miRBase ID_v18 LTt Assay ID LTt Assay Name Target Sequence
hsa-miR-519¢-3p 001163 hsa-miR-519¢-3p AAAGUGCAUCUUUUUAGAGGAU
hsa-miR-520b | 001116 hsa-miR-520b AAAGUGCUUCCUUUUAGAGGG
hsa-miR-520e | 001119 hsa-miR-520e AAAGUGCUUCCUUUUUGAGGG
hsa-miR-520f 001120 hsa-miR-520f AAGUGCUUCCUUUUAGAGGGUU
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Anexo 2. Listado de los microARNs presentes en el pool B de Applied Biosystems utilizados
para el analisis de los miniarrays.

miRBase ID_v18 LTt Assay ID LTt Assay Name Target Sequence
hsa-miR-7-5p 000268 dme-miR-7 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU
hsa-miR-548i 002909 hsa-miR-548i AAAAGUAAUUGCGGAUUUUGCC
hsa-miR-30a-3p 000416 ' hsa-miR-30a-3p CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGC
hsa-miR-30a-5p 000417 ‘ hsa-miR-30a-5p UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
hsa-miR-30d-5p 000420 hsa-miR-30d UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
hsa-miR-30e-3p 000422 ' hsa-miR-30e-3p CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC
hsa-miR-34b-5p 000427 hsa-miR-34b UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG
hsa-miR-126-5p 000451 hsa-miR-126# CAUUAUUACUUUUGGUACGCG
hsa-miR-154-3p 000478 hsa-miR-154# AAUCAUACACGGUUGACCUAUU
hsa-miR-182-3p | 000483 hsa-miR-213 UGGUUCUAGACUUGCCAACUA
hsa-miR-181a-3p 000516 hsa-miR-181a# ACCAUCGACCGUUGAUUGUACC
hsa-miR-302c-5p 000534 hsa-miR-302c# UUUAACAUGGGGGUACCUGCUG
hsa-miR-302d-3p | 000535 hsa-miR-302d UAAGUGCUUCCAUGUUUGAGUGU
hsa-miR-378a-5p 000567 hsa-miR-378 CUCCUGACUCCAGGUCCUGUGU
hsa-miR-380-5p 000570 hsa-miR-380-5p UGGUUGACCAUAGAACAUGCGC
hsa-miR-1257 | 002910 hsa-miR-1257 AGUGAAUGAUGGGUUCUGACC
hsa-miR-200a-5p 001011 hsa-miR-200a# CAUCUUACCGGACAGUGCUGGA
hsa-miR-432-5p 001026 hsa-miR-432 UCUUGGAGUAGGUCAUUGGGUGG
hsa-miR-432-3p | 001027 hsa-miR-432# CUGGAUGGCUCCUCCAUGUCU
hsa-miR-497-5p 001043 " hsa-miR-497 CAGCAGCACACUGUGGUUUGU
hsa-miR-500a-3p 001046 hsa-miR-500 AUGCACCUGGGCAAGGAUUCUG
hsa-miR-1238 002927 hsa-miR-1238 cuuccuceucusucueeeee
hsa-miR-488-5p 001106 | hsa-miR-488 CCCAGAUAAUGGCACUCUCAA
hsa-miR-517-5p 001113 hsa-miR-517# CCUCUAGAUGGAAGCACUGUCU
hsa-miR-516a-3p; hsa-miR-516b-3p | 001149 ‘ hsa-miR-516-3p UGCUUCCUUUCAGAGGGU
hsa-miR-518¢-5p 001158 hsa-miR-518c# UCUCUGGAGGGAAGCACUUUCUG
hsa-miR-519e-5p 001166 hsa-miR-519e# UUCUCCAAAAGGGAGCACUUUC
hsa-miR-520h 001170 hsa-miR-520h ACAAAGUGCUUCCCUUUAGAGU
hsa-miR-524-3p | 001173 hsa-miR-524 GAAGGCGCUUCCCUUUGGAGU
hsa-let-7d-3p 001178 mmu-let-7d# CUAUACGACCUGCUGCCUUUCU
hsa-miR-363-5p | 001283 hsa-miR-363# CGGGUGGAUCACGAUGCAAUUU
hsa-miR-7-1-3p 001338 rno-miR-7# CAACAAAUCACAGUCUGCCAUA
hsa-miR-656 001510 hsa-miR-656 AAUAUUAUACAGUCAACCUCU
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hsa-miR-549 001511 hsa-miR-549 UGACAACUAUGGAUGAGCUCU
hsa-miR-657 001512 hsa-miR-657 GGCAGGUUCUCACCCUCUCUAGG
hsa-miR-658 001513 hsa-miR-658 GGCGGAGGGAAGUAGGUCCGUUGGU
hsa-miR-659-3p 001514 hsa-miR-659 CUUGGUUCAGGGAGGGUCCCCA
hsa-miR-551a 001519 hsa-miR-551a GCGACCCACUCUUGGUUUCCA
hsa-miR-552 001520 hsa-miR-552 AACAGGUGACUGGUUAGACAA
hsa-miR-553 001521 hsa-miR-553 AAAACGGUGAGAUUUUGUUUU
hsa-miR-554 001522 hsa-miR-554 GCUAGUCCUGACUCAGCCAGU
hsa-miR-555 001523 hsa-miR-555 AGGGUAAGCUGAACCUCUGAU
hsa-miR-557 001525 hsa-miR-557 GUUUGCACGGGUGGGCCUUGUCU
hsa-miR-558 001526 hsa-miR-558 UGAGCUGCUGUACCAAAAU
hsa-miR-559 001527 hsa-miR-559 UAAAGUAAAUAUGCACCAAAA
hsa-miR-562 001529 hsa-miR-562 AAAGUAGCUGUACCAUUUGC
hsa-miR-563 001530 hsa-miR-563 AGGUUGACAUACGUUUCCC
hsa-miR-564 001531 hsa-miR-564 AGGCACGGUGUCAGCAGGC
hsa-miR-566 001533 hsa-miR-566 GGGCGCCUGUGAUCCCAAC
hsa-miR-567 001534 hsa-miR-567 AGUAUGUUCUUCCAGGACAGAAC
hsa-miR-569 001536 hsa-miR-569 AGUUAAUGAAUCCUGGAAAGU
hsa-miR-586 001539 hsa-miR-586 UAUGCAUUGUAUUUUUAGGUCC
hsa-miR-587 001540 hsa-miR-587 UUUCCAUAGGUGAUGAGUCAC
hsa-miR-588 001542 hsa-miR-588 UUGGCCACAAUGGGUUAGAAC
hsa-miR-589-3p 001543 hsa-miR-589 UCAGAACAAAUGCCGGUUCCCAGA
hsa-miR-550a-3p 001544 hsa-miR-550 UGUCUUACUCCCUCAGGCACAU
hsa-miR-591 001545 hsa-miR-591 AGACCAUGGGUUCUCAUUGU
hsa-miR-592 001546 hsa-miR-592 UUGUGUCAAUAUGCGAUGAUGU
hsa-miR-593-5p 001547 hsa-miR-593 AGGCACCAGCCAGGCAUUGCUCAGC
hsa-miR-596 001550 hsa-miR-596 AAGCCUGCCCGGCUCCUCGGG
hsa-miR-622 001553 hsa-miR-622 ACAGUCUGCUGAGGUUGGAGC
hsa-miR-599 001554 hsa-miR-599 GUUGUGUCAGUUUAUCAAAC
hsa-miR-623 001555 hsa-miR-623 AUCCCUUGCAGGGGCUGUUGGGU
hsa-miR-600 001556 hsa-miR-600 ACUUACAGACAAGAGCCUUGCUC
hsa-miR-624-5p 001557 hsa-miR-624 UAGUACCAGUACCUUGUGUUCA
hsa-miR-601 001558 hsa-miR-601 UGGUCUAGGAUUGUUGGAGGAG
hsa-miR-626 001559 hsa-miR-626 AGCUGUCUGAAAAUGUCUU
hsa-miR-629-3p 001562 hsa-miR-629 GUUCUCCCAACGUAAGCCCAGC
hsa-miR-630 001563 hsa-miR-630 AGUAUUCUGUACCAGGGAAGGU
hsa-miR-631 001564 hsa-miR-631 AGACCUGGCCCAGACCUCAGC
hsa-miR-603 001566 hsa-miR-603 CACACACUGCAAUUACUUUUGC

190



miRBase ID_v18

LTt Assay ID

LTt Assay Name

Target Sequence

hsa-miR-604 001567 hsa-miR-604 AGGCUGCGGAAUUCAGGAC
hsa-miR-605 001568 hsa-miR-605 UAAAUCCCAUGGUGCCUUCUCCU
hsa-miR-606 001569 hsa-miR-606 AAACUACUGAAAAUCAAAGAU
hsa-miR-607 | 001570 hsa-miR-607 GUUCAAAUCCAGAUCUAUAAC
hsa-miR-608 001571 hsa-miR-608 AGGGGUGGUGUUGGGACAGCUCCGU
hsa-miR-609 001573 hsa-miR-609 AGGGUGUUUCUCUCAUCUCU
hsa-miR-633 001574 hsa-miR-633 CUAAUAGUAUCUACCACAAUAAA
hsa-miR-634 001576 hsa-miR-634 AACCAGCACCCCAACUUUGGAC
hsa-miR-635 001578 hsa-miR-635 ACUUGGGCACUGAAACAAUGUCC
hsa-miR-637 001581 hsa-miR-637 ACUGGGGGCUUUCGGGCUCUGCGU
hsa-miR-638 001582 hsa-miR-638 AGGGAUCGCGGGCGGGUGGCGGCCU
hsa-miR-639 | 001583 hsa-miR-639 AUCGCUGCGGUUGCGAGCGCUGU
hsa-miR-640 001584 hsa-miR-640 AUGAUCCAGGAACCUGCCUCU
hsa-miR-641 001585 hsa-miR-641 AAAGACAUAGGAUAGAGUCACCUC
hsa-miR-613 | 001586 hsa-miR-613 AGGAAUGUUCCUUCUUUGCC
hsa-miR-614 001587 hsa-miR-614 GAACGCCUGUUCUUGCCAGGUGG
hsa-miR-616-5p 001589 hsa-miR-616 ACUCAAAACCCUUCAGUGACUU
hsa-miR-617 001591 hsa-miR-617 AGACUUCCCAUUUGAAGGUGGC
hsa-miR-643 001594 hsa-miR-643 ACUUGUAUGCUAGCUCAGGUAG
hsa-miR-644a | 001596 hsa-miR-644 AGUGUGGCUUUCUUAGAGC
hsa-miR-645 001597 hsa-miR-645 UCUAGGCUGGUACUGCUGA
hsa-miR-621 | 001598 hsa-miR-621 GGCUAGCAACAGCGCUUACCU
hsa-miR-646 | 001599 hsa-miR-646 AAGCAGCUGCCUCUGAGGC
hsa-miR-647 001600 hsa-miR-647 GUGGCUGCACUCACUuUCCUUC
hsa-miR-648 | 001601 hsa-miR-648 AAGUGUGCAGGGCACUGGU
hsa-miR-649 001602 hsa-miR-649 AAACCUGUGUUGUUCAAGAGUC
hsa-miR-650 001603 hsa-miR-650 AGGAGGCAGCGCUCUCAGGAC
hsa-miR-661 001606 hsa-miR-661 UGCCUGGGUCUCUGGCCUGCGCGU
hsa-miR-662 001607 hsa-miR-662 UCCCACGUUGUGGCCCAGCAG
hsa-miR-571 001613 hsa-miR-571 UGAGUUGGCCAUCUGAGUGAG
hsa-miR-572 001614 hsa-miR-572 GUCCGCUCGGCGGUGGCCCA
hsa-miR-573 001615 hsa-miR-573 CUGAAGUGAUGUGUAACUGAUCAG
hsa-miR-575 | 001617 hsa-miR-575 GAGCCAGUUGGACAGGAGC
hsa-miR-578 001619 hsa-miR-578 CUUCUUGUGCUCUAGGAUUGU
hsa-miR-580 | 001621 hsa-miR-580 UUGAGAAUGAUGAAUCAUUAGG
hsa-miR-581 001622 hsa-miR-581 UCUUGUGUUCUCUAGAUCAGU
hsa-miR-583 001623 hsa-miR-583 CAAAGAGGAAGGUCCCAUUAC
hsa-miR-584-5p 001624 hsa-miR-584 UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG
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hsa-miR-585 001625 hsa-miR-585 UGGGCGUAUCUGUAUGCUA
hsa-miR-29c-5p 001818 hsa-miR-29c# UGACCGAUUUCUCCUGGUGUUC
hsa-miR-766-3p 001986 hsa-miR-766 ACUCCAGCCCCACAGCCUCAGC
hsa-miR-595 001987 hsa-miR-595 GAAGUGUGCCGUGGUGUGUCU
hsa-miR-668 001992 hsa-miR-668 UGUCACUCGGCUCGGCCCACUAC
hsa-miR-767-5p | 001993 hsa-miR-767-5p UGCACCAUGGUUGUCUGAGCAUG
hsa-miR-767-3p 001995 hsa-miR-767-3p UCUGCUCAUACCCCAUGGUUUCU
hsa-miR-454-5p 001996 hsa-miR-454# ACCCUAUCAAUAUUGUCUCUGC
hsa-miR-769-5p 001998 hsa-miR-769-5p UGAGACCUCUGGGUUCUGAGCU
hsa-miR-770-5p 002002 hsa-miR-770-5p UCCAGUACCACGUGUCAGGGCCA
hsa-miR-769-3p 002003 hsa-miR-769-3p CUGGGAUCUCCGGGGUCUUGGUU
hsa-miR-802 002004 hsa-miR-802 CAGUAACAAAGAUUCAUCCUUGU
hsa-miR-675-5p 002005 hsa-miR-675 UGGUGCGGAGAGGGCCCACAGUG
hsa-miR-505-5p | 002087 hsa-miR-505# GGGAGCCAGGAAGUAUUGAUGU
hsa-miR-218-1-3p 002094 hsa-miR-218-1# AUGGUUCCGUCAAGCACCAUGG
hsa-miR-221-5p | 002096 hsa-miR-221# ACCUGGCAUACAAUGUAGAUUU
hsa-miR-222-5p 002097 hsa-miR-222# CUCAGUAGCCAGUGUAGAUCCU
hsa-miR-223-5p 002098 hsa-miR-223# CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU
hsa-miR-136-3p 002100 hsa-miR-136# CAUCAUCGUCUCAAAUGAGUCU
hsa-miR-34b-3p 002102 hsa-miR-34b CAAUCACUAACUCCACUGCCAU
hsa-miR-185-3p 002104 hsa-miR-185# AGGGGCUGGCUUUCCUCUGGUC
hsa-miR-186-3p 002105 hsa-miR-186# GCCCAAAGGUGAAUUUUUUGGG
hsa-miR-195-3p 002107 hsa-miR-195# CCAAUAUUGGCUGUGCUGCUCC
hsa-miR-30c-1-3p | 002108 hsa-miR-30c-1# CUGGGAGAGGGUUGUUUACUCC
hsa-miR-30c-2-3p 002110 hsa-miR-30c-2# CUGGGAGAAGGCUGUUUACUCU
hsa-miR-32-3p | 002111 hsa-miR-32# CAAUUUAGUGUGUGUGAUAUUU
hsa-miR-31-3p 002113 hsa-miR-31# UGCUAUGCCAACAUAUUGCCAU
hsa-miR-130b-5p 002114 hsa-miR-130b# ACUCUUUCCCUGUUGCACUAC
hsa-miR-26a-2-3p 002115 hsa-miR-26a-2# CCUAUUCUUGAUUACUUGUUUC
hsa-miR-361-3p 002116 hsa-miR-361-3p UCCCCCAGGUGUGAUUCUGAUUU
hsa-let-7g-3p 002118 hsa-let-7g# CUGUACAGGCCACUGCCUUGC
hsa-miR-302b-5p 002119 hsa-miR-302b# ACUUUAACAUGGAAGUGCUUUC
hsa-miR-302d-5p 002120 hsa-miR-302d# ACUUUAACAUGGAGGCACUUGC
hsa-miR-367-5p | 002121 hsa-miR-367# ACUGUUGCUAAUAUGCAACUCU
hsa-miR-374a-3p 002125 hsa-miR-374a# CUUAUCAGAUUGUAUUGUAAUU
hsa-miR-23b-5p | 002126 hsa-miR-23b# UGGGUUCCUGGCAUGCUGAUUU
hsa-miR-376a-5p 002127 hsa-miR-324-5p GUAGAUUCUCCUUCUAUGAGUA
hsa-miR-377-5p 002128 hsa-miR-377# AGAGGUUGCCCUUGGUGAAUUC
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hsa-miR-30b-3p 002129 hsa-miR-30b# CUGGGAGGUGGAUGUUUACUUC
hsa-miR-122-3p 002130 " hsa-miR-122# AACGCCAUUAUCACACUAAAUA
hsa-miR-130a-5p 002131 hsa-miR-130a# UUCACAUUGUGCUACUGUCUGC
hsa-miR-132-5p 002132 hsa-miR-132# ACCGUGGCUUUCGAUUGUUACU
hsa-miR-148a-5p 002134 hsa-miR-148a# AAAGUUCUGAGACACUCCGACU
hsa-miR-33a-5p 002135 hsa-miR-33a GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
hsa-miR-33a-3p 002136 hsa-miR-33a# CAAUGUUUCCACAGUGCAUCAC
hsa-miR-92a-1-5p 002137 hsa-miR-92a-1# AGGUUGGGAUCGGUUGCAAUGCU
hsa-miR-92a-2-5p 002138 hsa-miR-92a-2# GGGUGGGGAUUUGUUGCAUUAC
hsa-miR-93-3p 002139 hsa-miR-93# ACUGCUGAGCUAGCACUUCCCG
hsa-miR-96-3p 002140 hsa-miR-96# AAUCAUGUGCAGUGCCAAUAUG
hsa-miR-99a-3p 002141 hsa-miR-99a# CAAGCUCGCUUCUAUGGGUCUG
hsa-miR-100-3p 002142 hsa-miR-100# CAAGCUUGUAUCUAUAGGUAUG
hsa-miR-101-5p 002143 hsa-miR-101# CAGUUAUCACAGUGCUGAUGCU
hsa-miR-138-2-3p 002144 hsa-miR-138-2# GCUAUUUCACGACACCAGGGUU
hsa-miR-141-5p 002145 hsa-miR-141# CAUCUUCCAGUACAGUGUUGGA
hsa-miR-143-5p 002146 hsa-miR-143# GGUGCAGUGCUGCAUCUCUGGU
hsa-miR-144-5p 002148 hsa-miR-144# GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG
hsa-miR-145-3p 002149 hsa-miR-145# GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCU
hsa-miR-920 002150 hsa-miR-920 GGGGAGCUGUGGAAGCAGUA
hsa-miR-921 002151 hsa-miR-921 CUAGUGAGGGACAGAACCAGGAUUC
hsa-miR-922 002152 hsa-miR-922 GCAGCAGAGAAUAGGACUACGUC
hsa-miR-924 002154 hsa-miR-924 AGAGUCUUGUGAUGUCUUGC
hsa-miR-337-3p 002157 hsa-miR-337-3p CUCCUAUAUGAUGCCUUUCUUC
hsa-miR-125b-2-3p 002158 hsa-miR-125b-2# | UCACAAGUCAGGCUCUUGGGAC
hsa-miR-135b-3p 002159 hsa-miR-135b# AUGUAGGGCUAAAAGCCAUGGG
hsa-miR-148b-5p 002160 hsa-miR-148b# AAGUUCUGUUAUACACUCAGGC
hsa-miR-146a-3p 002163 hsa-miR-146a# CCUCUGAAAUUCAGUUCUUCAG
hsa-miR-149-3p 002164 hsa-miR-149# AGGGAGGGACGGGGGCUGUGC
hsa-miR-29b-1-5p 002165 hsa-miR-29b-1# GCUGGUUUCAUAUGGUGGUUUAGA
hsa-miR-29b-2-5p 002166 hsa-miR-29b-2# CUGGUUUCACAUGGUGGCUUAG
hsa-miR-105-3p 002168 hsa-miR-105# ACGGAUGUUUGAGCAUGUGCUA
hsa-miR-106a-3p 002170 hsa-miR-106a# CUGCAAUGUAAGCACUUCUUAC
hsa-miR-16-2-3p 002171 hsa-miR-16-2# CCAAUAUUACUGUGCUGCUUUA
hsa-let-7i-3p 002172 hsa-let-7i# CUGCGCAAGCUACUGCCUUGCU
hsa-miR-15b-3p 002173 hsa-miR-15b# CGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUA
hsa-miR-27b-5p 002174 hsa-miR-27b# AGAGCUUAGCUGAUUGGUGAAC
hsa-miR-933 002176 hsa-miR-933 UGUGCGCAGGGAGACCUCUCCC
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hsa-miR-934 002177 hsa-miR-934 UGUCUACUACUGGAGACACUGG
hsa-miR-935 002178 hsa-miR-935 CCAGUUACCGCUUCCGCUACCGC
hsa-miR-936 002179 hsa-miR-936 ACAGUAGAGGGAGGAAUCGCAG
hsa-miR-937 002180 hsa-miR-937 AUCCGCGCUCUGACUCUCUGCC
hsa-miR-938 002181 hsa-miR-938 UGCCCUUAAAGGUGAACCCAGU
hsa-miR-939 002182 hsa-miR-939 UGGGGAGCUGAGGCUCUGGGGGUG
hsa-miR-941 002183 hsa-miR-941 CACCCGGCUGUGUGCACAUGUGC
hsa-miR-335-3p 002185 hsa-miR-335# UUUUUCAUUAUUGCUCCUGACC
hsa-miR-942 002187 hsa-miR-942 UCUUCUCUGUUUUGGCCAUGUG
hsa-miR-943 002188 hsa-miR-943 CUGACUGUUGCCGUCCUCCAG
hsa-miR-944 002189 hsa-miR-944 AAAUUAUUGUACAUCGGAUGAG
hsa-miR-99b-3p 002196 hsa-miR-99b# CAAGCUCGUGUCUGUGGGUCCG
hsa-miR-124-5p 002197 hsa-miR-124# CGUGUUCACAGCGGACCUUGAU
hsa-miR-541-5p 002200 hsa-miR-541# AAAGGAUUCUGCUGUCGGUCCCACU
hsa-miR-875-5p 002202 hsa-miR-875-5p UAUACCUCAGUUUUAUCAGGUG
hsa-miR-888-3p 002213 hsa-miR-888# GACUGACACCUCUUUGGGUGAA
hsa-miR-892b 002214 hsa-miR-892b CACUGGCUCCUUUCUGGGUAGA
hsa-miR-9-3p 002231 hsa-miR-9# AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU
hsa-miR-411-3p 002243 hsa-miR-411# UAUGUAACACGGUCCACUAACC
hsa-miR-378a-3p 002233 hsa-miR-378 ACUGGACUUGGAGUCAGAAGG
hsa-miR-151a-3p 002254 hsa-miR-151a-3p CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG
hsa-miR-340-3p 002259 hsa-miR-340# UCCGUCUCAGUUACUUUAUAGC
hsa-miR-190b 002263 hsa-miR-190b UGAUAUGUUUGAUAUUGGGUU
hsa-miR-545-5p 002266 hsa-miR-545# UCAGUAAAUGUUUAUUAGAUGA
hsa-miR-183-3p 002270 hsa-miR-183# GUGAAUUACCGAAGGGCCAUAA
hsa-miR-192-3p 002272 hsa-miR-192# CUGCCAAUUCCAUAGGUCACAG
hsa-miR-200b-5p 002274 hsa-miR-200b# CAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA
hsa-miR-200c-5p 002286 hsa-miR-200c# CGUCUUACCCAGCAGUGUUUGG
hsa-miR-155-3p 002287 hsa-miR-155# CUCCUACAUAUUAGCAUUAACA
hsa-miR-10a-3p 002288 hsa-miR-10a# CAAAUUCGUAUCUAGGGGAAUA
hsa-miR-214-5p 002293 hsa-miR-214# UGCCUGUCUACACUUGCUGUGC
hsa-miR-218-2-3p 002294 hsa-miR-218-2# CAUGGUUCUGUCAAGCACCGCG
hsa-miR-129-1-3p 002298 hsa-miR-129# AAGCCCUUACCCCAAAAAGUAU
hsa-miR-22-5p 002301 hsa-miR-22# AGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUA
hsa-miR-425-3p 002302 hsa-miR-425# AUCGGGAAUGUCGUGUCCGCCC
hsa-miR-30d-3p 002305 hsa-miR-30d# CUUUCAGUCAGAUGUUUGCUGC
hsa-let-7a-3p 002307 hsa-let-7a# CUAUACAAUCUACUGUCUUUC
hsa-miR-424-3p 002309 hsa-miR-424# CAAAACGUGAGGCGCUGCUAU
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hsa-miR-18b-3p 002310 hsa-miR-18b# UGCCCUAAAUGCCCCUUCUGGC
hsa-miR-20b-3p 002311 hsa-miR-20b# ACUGUAGUAUGGGCACUUCCAG
hsa-miR-431-3p 002312 hsa-miR-431# CAGGUCGUCUUGCAGGGCUUCU
hsa-miR-7-2-3p 002314 hsa-miR-7-2# CAACAAAUCCCAGUCUACCUAA
hsa-miR-10b-3p 002315 hsa-miR-10b# ACAGAUUCGAUUCUAGGGGAAU
hsa-miR-34a-3p 002316 hsa-miR-34a# CAAUCAGCAAGUAUACUGCCCU
hsa-miR-181a-2-3p 002317 hsa-miR-181a-2# | ACCACUGACCGUUGACUGUACC
hsa-miR-744-3p 002325 hsa-miR-744# CUGUUGCCACUAACCUCAACCU
hsa-miR-452-3p 002330 hsa-miR-452# CUCAUCUGCAAAGAAGUAAGUG
hsa-miR-409-3p 002332 hsa-miR-409-3p GAAUGUUGCUCGGUGAACCCCU
hsa-miR-181c-3p 002333 hsa-miR-181c# AACCAUCGACCGUUGAGUGGAC
hsa-miR-196a-3p 002336 hsa-miR-196a# CGGCAACAAGAAACUGCCUGAG
hsa-miR-483-3p 002339 hsa-miR-483-3p UCAcuccucuccuccceucuu
hsa-miR-708-3p 002342 hsa-miR-708# CAACUAGACUGUGAGCUUCUAG
hsa-miR-92b-5p 002343 hsa-miR-92b# AGGGACGGGACGCGGUGCAGUG
hsa-miR-551b-5p 002346 hsa-miR-551b# GAAAUCAAGCGUGGGUGAGACC
hsa-miR-202-5p 002362 hsa-miR-202# UUCCUAUGCAUAUACUUCUUUG
hsa-miR-193b-5p 002366 hsa-miR-193b# CGGGGUUUUGAGGGCGAGAUGA
hsa-miR-497-3p 002368 hsa-miR-497# CAAACCACACUGUGGUGUUAGA
hsa-miR-518e-5p; hsa-miR-519a-5p; | 002371 hsa-miR-518e# CUCUAGAGGGAAGCGCUUUCUG
hsa-miR-519b-5p; hsa-miR-519c-5p;

hsa-miR-522-5p; hsa-miR-523-5p

hsa-miR-543 002376 hsa-miR-543 AAACAUUCGCGGUGCACUUCUU
hsa-miR-125b-1-3p 002378 hsa-miR-125b-1# | ACGGGUUAGGCUCUUGGGAGCU
hsa-miR-194-3p 002379 hsa-miR-194# CCAGUGGGGCUGCUGUUAUCUG
hsa-miR-106b-3p 002380 hsa-miR-106b# CCGCACUGUGGGUACUUGCUGC
hsa-miR-302a-5p 002381 hsa-miR-302a# ACUUAAACGUGGAUGUACUUGCU
hsa-miR-519b-3p 002384 hsa-miR-519b-3p | AAAGUGCAUCCUUUUAGAGGUU
hsa-miR-518f-5p 002387 hsa-miR-518f# CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUC
hsa-miR-374b-3p 002391 hsa-miR-374b# CUUAGCAGGUUGUAUUAUCAUU
hsa-miR-520c-3p 002400 hsa-miR-520c-3p AAAGUGCUUCCUUUUAGAGGGU
hsa-let-7b-3p 002404 hsa-let-7b# CUAUACAACCUACUGCCUUCCC
hsa-let-7c* (v16) 002405 hsa-let-7c# UAGAGUUACACCCUGGGAGUUA
hsa-let-7e-3p 002407 hsa-let-7e# CUAUACGGCCUCCUAGCUUUCC
hsa-miR-550a-5p 002410 hsa-miR-550 AGUGCCUGAGGGAGUAAGAGCCC
hsa-miR-593-3p 002411 hsa-miR-593 UGUCUCUGCUGGGGUUUCU
hsa-let-7f-1-3p 002417 hsa-let-7f-1# CUAUACAAUCUAUUGCCUUCCC
hsa-let-7f-2-3p 002418 hsa-let-7f-2# CUAUACAGUCUACUGUcuUUCC
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hsa-miR-15a-3p 002419 hsa-miR-15a# CAGGCCAUAUUGUGCUGCCUCA
hsa-miR-16-1-3p 002420 hsa-miR-16-1# CCAGUAUUAACUGUGCUGCUGA
hsa-miR-17-3p 002421 hsa-miR-17# ' ACUGCAGUGAAGGCACUUGUAG
hsa-miR-18a-3p 002423 hsa-miR-18a# ACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGG
hsa-miR-19a-5p 002424 hsa-miR-19a# AGUUUUGCAUAGUUGCACUACA
hsa-miR-19b-1-5p 002425 hsa-miR-19b-1# AGUUUUGCAGGUUUGCAUCCAGC
hsa-miR-625-3p 002432 hsa-miR-625# GACUAUAGAACUUUCCCCCUCA
hsa-miR-628-3p 002434 hsa-miR-628-3p | UCUAGUAAGAGUGGCAGUCGA
hsa-miR-20a-3p 002437 hsa-miR-20a# " ACUGCAUUAUGAGCACUUAAAG
hsa-miR-21-3p 002438 hsa-miR-21# CAACACCAGUCGAUGGGCUGU
hsa-miR-23a-5p 002439 hsa-miR-23a# GGGGUUCCUGGGGAUGGGAUUU
hsa-miR-24-1-5p 002440 hsa-miR-24-1# UGCCUACUGAGCUGAUAUCAGU
hsa-miR-24-2-5p 002441 hsa-miR-24-2# UGCCUACUGAGCUGAAACACAG
hsa-miR-25-5p 002442 hsa-miR-25# AGGCGGAGACUUGGGCAAUUG
hsa-miR-26a-1-3p 002443 hsa-miR-26a-1# CCUAUUCUUGGUUACUUGCACG
hsa-miR-26b-3p 002444 hsa-miR-26b# ' CCUGUUCUCCAUUACUUGGCUC
hsa-miR-27a-5p 002445 hsa-miR-27a# ' AGGGCUUAGCUGCUUGUGAGCA
hsa-miR-29a-5p 002447 hsa-miR-29a# ACUGAUUUCUUUUGGUGUUCAG
hsa-miR-151a-5p 002642 hsa-miR-151-5P UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU
hsa-miR-765 002643 hsa-miR-765 UGGAGGAGAAGGAAGGUGAUG
hsa-miR-338-5p 002658 hsa-miR-338-5P AACAAUAUCCUGGUGCUGAGUG
hsa-miR-620 002672 hsa-miR-620 AUGGAGAUAGAUAUAGAAAU
hsa-miR-577 002675 hsa-miR-577 UAGAUAAAAUAUUGGUACCUG
hsa-miR-144-3p 002676 hsa-miR-144 " UACAGUAUAGAUGAUGUACU
hsa-miR-590-3p 002677 hsa-miR-590-3P  UAAUUUUAUGUAUAAGCUAGU
hsa-miR-191-3p 002678 hsa-miR-191# GCUGCGCUUGGAUUUCGUCCCC
hsa-miR-665 002681 hsa-miR-665 ACCAGGAGGCUGAGGCCCCU
hsa-miR-520d-3p 002743 hsa-miR-520D-3P | AAAGUGCUUCUCUUUGGUGGGU
hsa-miR-1224-3p 002752 hsa-miR-1224-3P CCCCACCUCCUCUCUCCUCAG
hsa-miR-1305 002867 hsa-miR-1305 UUUUCAACUCUAAUGGGAGAGA
hsa-miR-513c-5p 002756 hsa-miR-513C UUCUCAAGGAGGUGUCGUUUAU
hsa-miR-513b 002757 hsa-miR-513B UUCACAAGGAGGUGUCAUUUAU
hsa-miR-1226-5p 002758 hsa-miR-1226# GUGAGGGCAUGCAGGCCUGGAUGGGG
hsa-miR-1236 002761 hsa-miR-1236 CCUCUUCCCCUUGUCUCUCCAG
hsa-miR-1228-5p 002763 hsa-miR-1228# GUGGGCGGGGGCAGGUGUGUG
hsa-miR-1225-3p 002766 hsa-miR-1225-3P UGAGCCCCUGUGCCGCCCCCAG
hsa-miR-1233 002768 hsa-miR-1233 UGAGCCCUGUCCUCCCGCAG
hsa-miR-1227 002769 hsa-miR-1227 CGUGCCACCCUUUUCCCCAG
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hsa-miR-1286 002773 hsa-miR-1286 UGCAGGACCAAGAUGAGCCCU
hsa-miR-548m 002775 hsa-miR-548M CAAAGGUAUUUGUGGUUUUUG
hsa-miR-1179 002776 hsa-miR-1179 AAGCAUUCUUUCAUUGGUUGG
hsa-miR-1178 002777 hsa-miR-1178 UUGCUCACUGUUCUUCCCUAG
hsa-miR-1205 002778 hsa-miR-1205 UCUGCAGGGUUUGCUUUGAG
hsa-miR-1271-5p 002779 hsa-miR-1271 CUUGGCACCUAGCAAGCACUCA
hsa-miR-1201 (v15) 002781 hsa-miR-1201 AGCCUGAUUAAACACAUGCUCUGA
hsa-miR-548; 002783 hsa-miR-548J AAAAGUAAUUGCGGUCUUUGGU
hsa-miR-1263 002784 hsa-miR-1263 AUGGUACCCUGGCAUACUGAGU
hsa-miR-1294 | 002785 hsa-miR-1294 UGUGAGGUUGGCAUUGUUGUCU
hsa-miR-126%a | 002789 hsa-miR-1269 CUGGACUGAGCCGUGCUACUGG
hsa-miR-1265 002790 hsa-miR-1265 CAGGAUGUGGUCAAGUGUUGUU
hsa-miR-1244 002791 hsa-miR-1244 AAGUAGUUGGUUUGUAUGAGAUGGUU
hsa-miR-1303 002792 hsa-miR-1303 UUUAGAGACGGGGUCUUGCUCU
hsa-miR-1259 (v15) 002796 hsa-miR-1259 AUAUAUGAUGACUUAGCUUUU
hsa-miR-548p 002798 hsa-miR-548P UAGCAAAAACUGCAGUUACUUU
hsa-miR-1244 002799 hsa-miR-1244 CAAGUCUUAUUUGAGCACCUGUU
hsa-miR-1255b-5p | 002801 hsa-miR-1255B CGGAUGAGCAAAGAAAGUGGUU
hsa-miR-1282 | 002803 hsa-miR-1282 UCGUUUGCCUUUUUCUGCUU
hsa-miR-1255a 002805 hsa-miR-1255A AGGAUGAGCAAAGAAAGUAGAUU
hsa-miR-1270 002807 hsa-miR-1270 CUGGAGAUAUGGAAGAGCUGUGU
hsa-miR-1197 002810 hsa-miR-1197 UAGGACACAUGGUCUACUUCU
hsa-miR-1324 002815 hsa-miR-1324 CCAGACAGAAUUCUAUGCACUUUC
hsa-miR-548h-5p 002816 hsa-miR-548H AAAAGUAAUCGCGGUUUUUGUC
hsa-miR-1254 002818 hsa-miR-1254 AGCCUGGAAGCUGGAGCCUGCAGU
hsa-miR-548k 002819 hsa-miR-548K AAAAGUACUUGCGGAUUUUGCU
hsa-miR-1251 002820 hsa-miR-1251 ACUCUAGCUGCCAAAGGCGCU
hsa-miR-1285-3p 002822 hsa-miR-1285 UCUGGGCAACAAAGUGAGACCU
hsa-miR-1245a 002823 hsa-miR-1245 AAGUGAUCUAAAGGCCUACAU
hsa-miR-1292 002824 hsa-miR-1292 UGGGAACGGGUUCCGGCAGACGCUG
hsa-miR-1301 | 002827 hsa-miR-1301 UUGCAGCUGCCUGGGAGUGACUUC
hsa-miR-1200 | 002829 hsa-miR-1200 CUCCUGAGCCAUUCUGAGCCUC
hsa-miR-1182 002830 hsa-miR-1182 GAGGGUCUUGGGAGGGAUGUGAC
hsa-miR-1288 002832 hsa-miR-1288 UGGACUGCCCUGAUCUGGAGA
hsa-miR-1291 002838 hsa-miR-1291 UGGCCCUGACUGAAGACCAGCAGU
hsa-miR-1275 002840 hsa-miR-1275 GUGGGGGAGAGGCUGUC
hsa-miR-1183 002841 hsa-miR-1183 CACUGUAGGUGAUGGUGAGAGUGGGCA
hsa-miR-1184 002842 hsa-miR-1184 CCUGCAGCGACUUGAUGGCUUCC
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hsa-miR-1276 002843 hsa-miR-1276 UAAAGAGCCCUGUGGAGACA
hsa-miR-320b 002844 hsa-miR-320B AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCAA
hsa-miR-1272 ‘ 002845 hsa-miR-1272 GAUGAUGAUGGCAGCAAAUUCUGAAA
hshsa-miR-1180 002847 hshsa-miR-1180 UUUCCGGCUCGCGUGGGUGUGU
hsa-miR-1256 002850 hsa-miR-1256 AGGCAUUGACUUCUCACUAGCU
hsa-miR-1278 002851 hsa-miR-1278 UAGUACUGUGCAUAUCAUCUAU
hsa-miR-1262 ‘ 002852 hsa-miR-1262 AUGGGUGAAUUUGUAGAAGGAU
hsa-miR-1243 002854 hsa-miR-1243 AACUGGAUCAAUUAUAGGAGUG
hsa-miR-663b | 002857 hsa-miR-663B GGUGGCCCGGCCGUGCCUGAGG
hsa-miR-1252 ‘ 002860 hsa-miR-1252 AGAAGGAAAUUGAAUUCAUUUA
hsa-miR-1298 002861 hsa-miR-1298 UUCAUUCGGCUGUCCAGAUGUA
hsa-miR-1290 ‘ 002863 hsa-miR-1290 UGGAUUUUUGGAUCAGGGA
hsa-miR-1249 002868 hsa-miR-1249 ACGCCCuUccccceccuucuuca
hsa-miR-1248 002870 hsa-miR-1248 ACCUUCUUGUAUAAGCACUGUGCUAAA
hsa-miR-1289 002871 hsa-miR-1289 UGGAGUCCAGGAAUCUGCAUUUU
hsa-miR-1204 002872 hsa-miR-1204 UCGUGGCCUGGUCUCCAUUAU
hsa-miR-1826 (v15) 002873 hsa-miR-1826 AUUGAUCAUCGACACUUCGAACGCAAU
hsa-miR-1304-5p 002874 hsa-miR-1304 UUUGAGGCUACAGUGAGAUGUG
hsa-miR-1203 002877 hsa-miR-1203 CCCGGAGCCAGGAUGCAGCUC
hsa-miR-1206 ‘ 002878 hsa-miR-1206 UGUUCAUGUAGAUGUUUAAGC
hsa-miR-548g-3p 002879 hsa-miR-548G AAAACUGUAAUUACUUUUGUAC
hsa-miR-1208 | 002880 hsa-miR-1208 UCACUGUUCAGACAGGCGGA
hsa-miR-548e 002881 hsa-miR-548E AAAAACUGAGACUACUUUUGCA
hsa-miR-1274a (v16) 002883 hsa-miR-1274A GUCCCUGUUCAGGCGCCA
hsa-miR-1274b (v16) 002884 hsa-miR-1274B UCCCUGUUCGGGCGCCA
hsa-miR-1267 002885 hsa-miR-1267 CCUGUUGAAGUGUAAUCCCCA
hsa-miR-1250 002887 hsa-miR-1250 ACGGUGCUGGAUGUGGCCUUU
hsa-miR-548n 002888 hsa-miR-548N CAAAAGUAAUUGUGGAUUUUGU
hsa-miR-1283 002890 hsa-miR-1283 UCUACAAAGGAAAGCGCUUUCU
hsa-miR-1247-5p ‘ 002893 hsa-miR-1247 ACCCGUCCCGUUCGUCCCCGGA
hsa-miR-1253 002894 hsa-miR-1253 AGAGAAGAAGAUCAGCCUGCA
hsa-miR-720 | 002895 hsa-miR-720 UCUCGCUGGGGCCUCCA
hsa-miR-1260a 002896 hsa-miR-1260 AUCCCACCUCUGCCACCA
hsa-miR-664-3p 002897 hsa-miR-664 UAUUCAUUUAUCCCCAGCCUACA
hsa-miR-1302 | 002901 hsa-miR-1302 UUGGGACAUACUUAUGCUAAA
hsa-miR-1300 (v13) 002902 hsa-miR-1300 UUGAGAAGGAGGCUGCUG
hsa-miR-1284 002903 hsa-miR-1284 UCUAUACAGACCCUGGCUUUUC
hsa-miR-548l 002904 hsa-miR-548L AAAAGUAUUUGCGGGUUUUGUC
miRBase ID_v18 LTt Assay ID | LT Assay Name Target Sequence
hsa-miR-1293 002905 hsa-miR-1293 UGGGUGGUCUGGAGAUUUGUGC
hsa-miR-1825 002907 hsa-miR-1825 UCCAGUGCCCUCCUCUCC
hsa-miR-1296 002908 hsa-miR-1296 UUAGGGCCCUGGCUCCAUCUCC
hsa-miR-206 000510 hsa-miR-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
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