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DESCRIPCIÓN

Métodos para el diagnóstico y tratamiento de fracturas y trastornos óseos

Campo de la invención

La presente invención se refiere a la terapia, profilaxis y diagnóstico de trastornos que están asociados a una densidad 
mineral ósea aberrante, en particular osteoporosis.5

Antecedentes de la invención

La osteoporosis se caracteriza por una reducción sistémica de la masa ósea que conduce a una mayor fragilidad ósea 
y a un riesgo incrementado de fractura ósea.

Entre los métodos actuales para la evaluación precoz del riesgo de fractura, así como de respuesta de tratamiento, se 
incluyen técnicas no invasivas de obtención de imágenes, así como el análisis de parámetros clínicos y marcadores 10
bioquímicos de renovación ósea. Recientemente se han identificado microARN que se secretan al torrente sanguíneo 
a partir de células de diversos tejidos, lo que posiblemente indica procesos patológicos en diferentes partes del cuerpo. 
Existe evidencia de que los microARN desempeñan un papel importante en el desarrollo y funcionamiento de las 
células formadoras de hueso y reabsorbedoras de hueso, específicamente los osteoblastos y osteoclastos. Ambos 
tipos celulares controlan la homeostasis entre anabolismo y catabolismo óseo y, por lo tanto, los microARN 15
desempeñan una función fisiológica crucial en el metabolismo óseo. Sin embargo, actualmente no se conoce si un 
desequilibrio en el metabolismo óseo, que causa enfermedades óseas, puede reflejarse en los niveles circulantes de 
microARN.

Las fracturas osteoporóticas están causadas por un incremento de la fragilidad ósea, que puede producirse debido a 
una masa ósea baja y cambios en la microestructura del tejido óseo. Tales fracturas son el resultado negativo crítico 20
de la osteoporosis, que afecta a más de 75 millones de personas en los Estados Unidos, Europa y Japón (Kanis et al., 
2013). Con un riesgo vital de 30% a 40% de afectación por fracturas vertebrales o no vertebrales en los países 
desarrollados, la osteoporosis presenta una tasa de incidencia similar a la de la enfermedad cardiaca coronaria. 
Además, con la excepción de las fracturas de antebrazo, las fracturas osteoporóticas están asociadas a una mortalidad 
incrementada. La mayoría de fracturas causan un dolor agudo y conducen a la hospitalización, inmovilización y con 25
frecuencia lenta recuperación del paciente.

Además, los síntomas osteoporóticos se observan frecuentemente en pacientes con diabetes de tipo 2, quienes 
generalmente sufren de un riesgo elevado de fracturas de fragilidad. La diabetes mellitus se refiere a un grupo de 
enfermedades metabólicas en las que el sujeto presenta un nivel elevado de azúcar en sangre. La diabetes tipo 2 
resulta de la resistencia a la insulina, una condición en la que las células no consiguen utilizar la insulina correctamente, 30
en ocasiones también con una deficiencia absoluta de insulina. Esta forma se denominaba anteriormente diabetes 
mellitus insulino-dependiente (NIDDM, por sus siglas en inglés) o ‘diabetes de aparición en la adultez’.

En la profilaxis, diagnóstico y control de la osteoporosis, la evaluación del riesgo de fractura y la monitorización de la 
respuesta al tratamiento son dos de los aspectos más importantes. Por tanto, el análisis de la masa ósea mediante la 
medición de la densidad mineral ósea (DMO) es actualmente el único parámetro clínico del esqueleto que se analiza 35
rutinariamente en la práctica clínica y como parte del cuestionario WHO FRAX (Kanis et al., 2013). Sin embargo, 
debido a la falta de correlación entre la resistencia ósea y el metabolismo óseo (Cefalu, 2004), diferencias de densidad 
ósea dependientes de la edad y el sitio, la evaluación de la puntuación T (es decir, una comparación de las DMO de 
pacientes con la DMO de una persona sana de treinta años de edad) en combinación con otras puntuaciones clínicas 
establecidas de riesgo de fractura (Rubin et al., 2013) con frecuencia no mejora la predicción del riesgo de fractura. 40
En particular en el caso de pacientes que sufren de diabetes de tipo 2, no existe evidencia de correlación entre la DMO 
y el riesgo de fractura, demostrando la necesidad de marcadores alternativos de riesgo de fractura.

Con el fin de estimar la tasa de formación de hueso, resorción ósea y respuesta de tratamiento terapéutico, se han 
identificado pocos marcadores bioquímicos de renovación ósea (MRO) (Vasikaran et al., 2011), tales como el 
propéptido N-terminal del procolágeno tipo I sérico (s-PINP, por sus siglas en inglés), el telopéptido C-terminal del 45
colágeno tipo 1 sérico (s-CTX). Aunque se ha establecido la correlación de estos marcadores con el metabolismo 
óseo, su especificidad y sensibilidad para la predicción del riesgo de fractura necesita validarse adicionalmente.  Por 
tanto, sólo pocos países han recomendado la incorporación de estos marcadores bioquímicos en la práctica clínica 
(Vasikaran et al., 2011).

Otros marcadores potenciales del metabolismo óseo podrían derivarse de las rutas de señalización que es conocido 50
que desempeñan un papel importante en la formación y resorción óseas, tales como WNT, BMP-2 o RANKL. Por 
ejemplo, las proteínas derivadas de los genes de Dickkopf-1 (DKK-1) o esclerostina (SOST), pueden actuar como 
parejas de unión de WNT y receptores de WNT, regulando de esta manera su actividad y posterior formación de hueso 
(Canalis, 2013). Sin embargo, la estabilidad preanalítica de estas proteínas en suero/plasma en respuesta a dieta, 
ejercicio y ritmo circadiano es cuestionable, al igual que la significación general para el metabolismo óseo debido al 55
hecho de que estas proteínas también se producen en otros tejidos y podrían estar reguladas en respuesta a otras 
enfermedades. Especialmente con respecto a determinados tipos de cáncer, se ha demostrado que la señalización 

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



3

de WNT controla el avance de la enfermedad (Anastas y Moon, 2013).

Recientemente, los microARN (miARN), pequeños ARN no codificantes que regulan la expresión génica (Bartel, 2009), 
y su importancia en el control del metabolismo óseo han recibido más atención (Dong, Yang, Guo y Kang, 2012; Zhao 
et al., 2013). Se ha demostrado que varios miARN silencian inhibidores osteogénicos durante la diferenciación de las 
células madre en osteocitos (Trompeter et al., 2013), regulando la proliferación y diferenciación de los osteoblastos 5
mediadas por BMP2 (Li et al., 2008), u organizan la actividad de señalización de WNT (Kapinas, Kessler y Delany, 
2009). Por tanto, el potencial de los miARN como agentes terapéuticos para acelerar la regeneración ósea y/o como 
herramientas diagnósticas para evaluar el metabolismo óseo y el riesgo de fractura ha sido reconocida recientemente 
(van Wijnen et al., 2013). La impresionante estabilidad del miARN en el suero y el plasma incluso después de someterlo 
a condiciones duras, el limitado número de miARN (<500 observadas secretadas en plasma/suero), su composición 10
química simple, la falta de modificación post-transcripcional y la disponibilidad de técnicas de cribado altamente 
sensibles avanzadas y bien establecidas definen los miARN como excelentes candidatos a biomarcadores. De hecho, 
los miARN circulantes en sangre ya se han analizado en el contexto patológico (Keller et al., 2011), especialmente el 
cáncer y las enfermedades cardiovasculares, o procesos no patológicos tales como el envejecimiento (Weiner et al., 
2013). Una combinación de miARN que pueda controlar la aparición y avance de la osteoporosis o que pueda servir 15
como marcadores sustitutivos de este proceso patológico, es una firma específica de osteoporosis la utilización de la 
cual representaría un enfoque no invasivo a la predicción del riesgo de fractura, así como una diana para el control 
terapéutico del avance de la osteoporosis.

El documento nº WO2013/155085 sugiere un método diagnóstico de una baja densidad mineral ósea que detecta hsa-
miR-133a en monocitos.20

Recientemente, se han identificado e implicado cinco miARN libremente circulantes y miARN de tejido óseo en 
fracturas osteoporóticas (Seeliger et al., 2014).

El documento nº WO2007/023306 describe la utilización de miARN-223 para el diagnóstico de una enfermedad ósea.

Wang Y. et al., 2012, PlosOne, 7, 4, e34641, informan de miR-133a como potencial biomarcador asociado a la 
osteoporosis posmenopáusica.25

El documento nº WO2011/144761 describe miR-31 para la utilización en el tratamiento de trastornos óseos.

Compendio de la invención

La invención se define en las reivindicaciones adjuntas. Es el objetivo de la presente invención ampliar el alcance, 
especificidad y validez en el diagnóstico de la osteoporosis u osteopenia y en la predicción de fracturas, y proporcionar 
nuevos agentes para la terapia de la osteoporosis mediante la estabilización de la homeostasis ósea y la curación de 30
fracturas.

El problema queda resuelto por la presente invención.

Los inventores han detectado miARN específicos que resultan regulados positiva o negativamente en muestras de 
sangre derivadas de pacientes con fracturas osteoporóticas recientes, así como no recientes.

La presente invención proporciona específicamente un juego seleccionado de miARN que resultan regulados 35
específicamente positiva o negativamente y que, de esta manera, resultan útiles como valiosos biomarcadores y que 
representan una firma diagnóstica aplicable en un amplio abanico de estadios de enfermedad ósea y de grupos de 
edad.

Según la invención se proporciona un método in vitro de diagnóstico de la osteoporosis o para determinar el riesgo de 
fracturas osteoporóticas en un sujeto, que comprende las etapas de:40

a) proporcionar una muestra de sangre de dicho sujeto,

b) medir el nivel de hsa-miR-188-3p y por lo menos uno de:

1. miARN de grupo II que consisten en hsa-miR-382-3p, hsa-let-7i-3p, hsa-miR-1227-3p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-
133b, hsa-miR-135a-5p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR-1908, hsa-
miR-190a, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-3p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, 45
hsa-miR-205-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-215, hsa-miR-223-5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-30e-3p, 
hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-377-3p, hsa-miR-
378a-5p, hsa-miR-410, hsa-miR-454-3p, hsa-miR-487b, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-
miR-542-5p, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-624-5p, hsa-miR-642a-
5p, hsa-miR-941 y hsa-miR-942 o isoformas o variantes de las mismas, y/o50

2. miARN de grupo III que consisten en hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-32-3p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-5p, 
hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-
143-3p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-154-5p, hsa-miR-16-2-3p, hsa-miR-16-5p, hsa-
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miR-17-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-18a-
5p, hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-1908, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19b-1-5p, hsa-
miR-19b-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-210, hsa-miR-21-3p, hsa-
miR-25-3p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-301b, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-330-3p, 
hsa-miR-363-3p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-5
451a, hsa-miR-454-3p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-493-5p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-532-3p, hsa-
miR-545-3p, hsa-miR-550a-3p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-589-5p, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-598, hsa-miR-627, hsa-
miR-629-5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-941, hsa-miR-942, hsa-miR-
96-5p y hsa-miR-98-5p o isoformas o variantes de las mismas, y

c) comparar el nivel de dichos miARN con el nivel del miARN correspondiente en una muestra de sangre o suero de 10
referencia de un individuo sano,

en donde una diferencia superior a 1,5 veces a dicho nivel en comparación con la muestra de referencia es indicativa 
de osteoporosis o riesgo de fractura.

En una realización alternativa de la exposición, el nivel de dichos miARN puede compararse con el nivel medio de los 
miARN correspondientes en sujetos sanos, específicamente en un grupo de muestras derivadas de sujetos sanos, en 15
donde una diferencia superior a una desviación estándar, específicamente de aproximadamente 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 
específicamente de aproximadamente 2 desviaciones estándares o más, es indicativa de osteoporosis con riesgo 
incrementado de futuras fracturas, específicamente de fracturas osteoporóticas.

Según una realización adicional, una diferencia superior a 2,5 desviaciones estándares, específicamente de 
aproximadamente 3, específicamente superior a aproximadamente 3,5 desviaciones estándares, es indicativa de 20
osteoporosis con elevado riesgo de futuras fracturas, específicamente fracturas osteoporóticas.

De esta manera, se encuentra dentro de la realización de la invención utilizar una única muestra de referencia 
procedente de un sujeto sano o un grupo de muestras derivadas de sujetos sanos para la comparación con la muestra 
respectiva procedente de un sujeto que debe diagnosticarse. Dicho grupo puede consistir en 2, 3, 4, 5, 6, 7 o más 
muestras, específicamente en hasta 10, 100 o más de 100 muestras de sangre procedentes de individuos diferentes.25

Según una realización específica, se proporciona un método in vitro de diagnóstico de osteoporosis o de predicción 
del riesgo de fracturas en sujetos o poblaciones de sujetos seleccionados, que comprende las etapas de:

a. proporcionar una muestra de sangre de un sujeto que no sufre o no presenta una predisposición a desarrollar 
diabetes mellitus, específicamente diabetes mellitus tipo II.

b. medir el nivel de dos o más miARN seleccionados de cualquiera de los miARN de grupo II tal como se han indicado 30
específicamente anteriormente, y opcionalmente, además

c. uno o más miARN adicionales que están diferencialmente regulados en individuos osteoporóticos en comparación 
con individuos sanos, y/o que participan en la diferenciación osteogénica y/o en la activación osteoclastogénica, y

d. comparar el nivel de dichos miARN o isoformas y variantes de los mismos, con el nivel medio en una cohorte de 
individuos sanos, en donde una diferencia superior a una desviación estándar, específicamente de aproximadamente 35
1,5, específicamente de aproximadamente 2 desviaciones estándares en comparación con la referencia es indicativa 
de osteoporosis con riesgo incrementado de futuras fracturas osteoporóticas, mientras que una diferencia superior a 
2,5 desviaciones estándares, específicamente de aproximadamente 3, específicamente de aproximadamente 3,5, más 
específicamente superior a 3,5 desviaciones estándares, es indicativa de osteoporosis con riesgo elevado de futuras 
fracturas.40

Según una realización específica adicional, se proporciona un método in vitro de diagnóstico de osteoporosis o de 
predicción del riesgo de fracturas en sujetos o poblaciones de sujetos seleccionados, que comprende las etapas de:

a) proporcionar una muestra de sangre de un sujeto que se ha diagnosticado que sufre, o presenta una predisposición 
a desarrollar, diabetes mellitus, específicamente diabetes mellitus tipo II;

b) medir el nivel de dos o más miARN seleccionados de los miARN de grupo III tal como se han indicado 45
específicamente anteriormente, y opcionalmente, además

c) uno o más miARN adicionales que están diferencialmente regulados en individuos osteoporóticos en comparación 
con individuos sanos, y/o que participan en la diferenciación osteogénica y/o en la activación osteoclastogénica, y

d) comparar el nivel de dichos miARN o isoformas y variantes de los mismos, con el nivel medio en una cohorte o 
grupo de individuos sanos, en donde una diferencia superior a una desviación estándar, específicamente de 50
aproximadamente 1,5, específicamente de aproximadamente 2 desviaciones estándares en comparación con la 
referencia es indicativa de osteoporosis con riesgo incrementado de futuras fracturas osteoporóticas, mientras que 
una diferencia superior a 2,5 desviaciones estándares, específicamente de aproximadamente 3, específicamente de 
aproximadamente 3,5, más específicamente superior a 3,5 desviaciones estándares, es indicativa de osteoporosis 
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con riesgo elevado de futuras fracturas.

Según una realización adicional, el nivel de dos o más miARN humanos de los miARN de grupo II se mide según el 
método proporcionado en la presente memoria. Específicamente, se determina el nivel de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 
43, 44, 45, 46, 47 o 48 miARN de grupo II y se comparan con el nivel de una muestra de referencia estándar que 5
puede ser una única muestra o un grupo de muestras procedentes de donantes sanos.

Según una realización adicional, el nivel de dos o más miARN humanos de los miARN de grupo III se mide según el 
método del método proporcionado en la presente memoria. Específicamente, se determina el nivel de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 10
71, 72, 73 o 74 miARN de grupo III y se comparan con el nivel de una muestra de referencia estándar que puede ser 
una única muestra o un grupo de muestras procedentes de donantes sanos.

Además, cualesquiera combinaciones de mediciones de los niveles de miARN de dichos miARN de grupo II y grupo 
III tal como se han indicado anteriormente evidentemente se encuentran incorporadas dentro del alcance del método 
proporcionado en la presente memoria.15

Según una realización adicional, se mide el nivel de por lo menos 3, preferentemente de por lo menos 4, por lo menos 
5, por lo menos 6, por lo menos 7, ... Hasta 136 miARN de cualquiera de los grupos II o III.

Según una realización adicional, se mide el nivel de todos los miARN de cualquiera de los miARN del grupo II y/o 
grupo III.

Según un aspecto específico, se proporciona un método en el que se mide el nivel de hsa-miR-127-3p, hsa-miR-133b 20
y hsa-miR-143-3p.

Un aspecto específico adicional es proporcionar el método en el que se mide el nivel de hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-
127-3p, hsa-miR-133b, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-200b-3p, 
hsa-miR-203a, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-
378a-5p, hsa-miR-454-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-941 y hsa-miR-942.25

Según un aspecto adicional del método, los niveles de por lo menos dos de hsa-miR-188-3p, hsa-miR-382-3p, hsa-
miR-942 y hsa-miR-155-5p se miden específicamente para el diagnóstico de la osteoporosis o para determinar el 
riesgo de fracturas en individuos, específicamente mujeres postmenopáusicas que no presentan signos de la 
enfermedad diabetes mellitus tipo 2. Opcionalmente, dichos por lo menos dos miARN tal como se han indicado 
anteriormente pueden medirse en combinación con por lo menos uno de hsa-miR-136-3p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR-30
378a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-576-3p y hsa-miR-582-3p.

En todavía un aspecto adicional del método proporcionado en la presente memoria, los niveles de por lo menos dos 
de miR-550a-5p, miR-32-3p, miR-96-5p y miR-486-3p se miden específicamente para el diagnóstico de la osteoporosis 
o para determinar el riesgo de fracturas en individuos, específicamente mujeres postmenopáusicas que sufren de la 
enfermedad diabetes mellitus. Opcionalmente, dichos por lo menos dos miARN tal como se han indicado anteriormente 35
pueden medidrse en combinación con por lo menos uno de hsa-let-7g-5p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-
16-2-3p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-532-39, 
hsa-miR-7-5p y hsa-miR-92a-3p.

En un aspecto adicional, se detecta uno o más miARN adicionales mediante el método proporcionado en la presente 
memoria, en donde dichos miARN:40

i) se regulan diferentemente en individuos osteoporóticos y en individuos sanos y

ii) participan en la diferenciación osteogénica y/o en la activación osteoclastogénica.

En una realización adicional de la invención, se miden miARN adicionales en el método inventivo que se seleccionan 
de miARN de grupo V, que consisten en hsa-miR-140-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-
miR-20a, hsa-miR-200a, , hsa-miR-217, hsa-miR-218, hsa-miR-26a, hsa-miR-27b, hsa-miR-2861, hsa-miR-29a-3p, 45
hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-34c, hsa-miR-370-3p, hsa-miR-3960, 
hsa-miR-503-5p, o isoformas y variantes de los mismos.

Según una realización alternativa, se proporciona un método para determinar si un sujeto presenta osteoporosis o 
está en riesgo de desarrollar osteoporosis, que comprende las etapas de:

a) proporcionar una muestra de sangre o suero de dicho sujeto;50

b) medir el nivel de dos o más miARN seleccionados de cualquiera de los miARN de grupo II o III, o cualquiera de los 
otros miARN anteriormente indicados o isoformas o variantes de los mismos, en dicha muestra de suero o sangre, y

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



6

c) comparar el nivel de dichos miARN con el nivel del miARN correspondiente en una muestra de sangre o suero de 
referencia de un individuo sano,

d) tratar la osteoporosis en el sujeto que muestra una diferencia superior a 1,5 veces en dicho nivel de miARN en 
comparación con la muestra de referencia.

En una realización adicional, los sujetos son pacientes osteopénicos que sufren, o están en riesgo de desarrollar, 5
fracturas óseas, o pacientes en riesgo o que sufren de diabetes mellitus tipo 2, en donde dichos sujetos reciben 
tratamiento si el nivel de dos o más de los miARN respectivos tal como se han indicado anteriormente muestran un 
incremento o reducción superior a 1,5 veces respecto a la muestra de referencia.

De esta manera, el presente método proporciona medios para monitorizar un sujeto y/o para el pronóstico de fractura 
ósea, específicamente de fractura ósea osteoporótica.10

El método inventivo puede utilizarse como ensayo estándar para cualesquiera sujetos en donde deba determinarse 
un riesgo de fracturas, específicamente dichos sujetos son pacientes de osteoporosis que sufre, o están en riesgo de 
desarrollar, fracturas óseas, o pacientes que están en riesgo o sufren diabetes mellitus, específicamente diabetes 
mellitus tipo 2.

Según una realización específica de la invención, la diferencia de niveles de miARN se determina mediante PCR 15
cuantitativa o digital, secuenciación de ADN/ARN, micromatrices, ensayos de ácidos nucleicos basados en 
luminiscencia LuminexTM, u otras técnicas basadas en la hibridación.

En la presente memoria se da a conocer además una composición para la utilización en el tratamiento o prevención 
de la osteoporosis o fracturas, que consiste en:

a) la sustitución de microARN endógenos utilizando por lo menos uno, específicamente por lo menos dos miARN 20
humanos sintéticos aislados, incluyendo isoformas de miARN de los grupos I, II o III, y/o

b) la inhibición y/o degradación de por lo menos dos de los miARN de grupos I, II o III mediante la administración de 
moléculas sintéticas de antagonistas/inhibidores, que

i. se unen, cortan y, por tanto, reducen el nivel de dichos miARN, y/o

ii. Se unen y secuestran el miARN diana, por tanto, regulando negativamente la expresión de las secuencias 25
codificantes de dichos miARN.

Específicamente, pueden utilizarse ribozimas para ello.

Específicamente, dicha composición puede utilizarse en la preparación de un medicamento.

Figuras

Figura 1: modelos de clasificación multivariante. A) Curvas características de receptor-operador (ROC, por sus siglas 30
en inglés) para la clasificación de mujeres postmenopáusicas con fracturas no recientes (Fx) respecto de pacientes 
de control (Co), basadas en combinaciones de 1-4 miARN: hsa-miR-188-3p, hsa-miR-382-3, hsa-miR-942 y hsa-miR-
155-5p. b) Diagramas de cajas que representan valores de Cp normalizados de los miARN de a) en muestras de suero 
de mujeres postmenopáusicas con y sin fracturas osteoporóticas no recientes. C) curvas ROC para la clasificación de 
mujeres diabéticas tipo 2 que sufren de fracturas osteoporóticas no recientes (DMFx) respecto de pacientes de control 35
diabéticos sin fracturas (DM), basadas en combinaciones de 1-4 miARN: miR-550a-5p, miR-32-3p, miR-96-5p y miR-
486-3p. d) Diagramas de cajas que representan valores de Cp normalizados de los miARN en c) en muestras de suero 
de muestras de DMFx vs DM.

Figura 2: modelos de clasificación multivariante: la expansión o sustitución de modelos de 4 parámetros con miARN 
adicionales mejora el resultado de la clasificación. a) Osteoporosis en mujeres postmenopáusicas sin diabetes tipo 2: 40
el efecto de combinar el análisis de hsa-miR-188-3p con hasta 9 miARN sobre la clasificación de pacientes de fractura 
mujeres se muestra como valores de AUC derivados del análisis de ROC. b)

Osteoporosis en pacientes con diabetes tipo 2: el efecto de combinar el análisis de miR-550a-5p con hasta 9 microARN 
sobre la clasificación de pacientes de fractura mujeres con diabetes tipo 2 se muestra como valores de AUC del análisis 
de ROC. AUC=1,0 representa una clasificación perfecta.45

Descripción detallada de la invención

La diferenciación osteogénica se define como el proceso durante el que una célula madre mesenquimal o células 
madre derivada de tejido adiposo resulta activada para proliferar y diferenciarse en un osteoblasto. Este proceso se 
caracteriza por la secreción de fosfatasa alcalina (ALP), cambios en la expresión génica, tal como osteocalcina, 
RUNX2 y ALP, y una incorporación incrementada de calcio.50
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La formación osteoclastogénica se define como el proceso durante el que los monocitos (es decir, macrófagos) 
resultan activados por RANKL y M-CSF, formando osteoclastos, que se caracteriza por la liberación de H’, proteasas 
específicas y otros enzimas, tales como la fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP, por sus siglas en inglés) y, la 
catepsina K, que ayuda en la resorción ósea.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "muestra de sangre" se refiere a suero, plasma, sangre 5
completa y sus componentes, y productos o preparaciones derivadas de sangre. El plasma y el suero resultan muy 
útiles, tal como se muestra en los ejemplos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "sujeto" o "individuo" o "paciente" se referirá a un mamífero de 
sangre caliente, en particular un ser humano.

El término "paciente" incluye sujetos humanos y otros sujetos mamíferos que reciben tratamiento profiláctico o 10
terapéutico o en los que se diagnostica una enfermedad específica, tal como, aunque sin limitación, osteoporosis o 
diabetes mellitus.

El término "tratamiento" pretende, de esta manera, incluir tanto el tratamiento profiláctico como el terapéutico.

Tal como se utiliza en el mismo, la expresión "cohorte de individuos" o "grupo de individuos" se referirá a un grupo de 
individuos sanos y puede referirse específicamente a las muestras recibidas de dichos individuos. El número de 15
individuos de una cohorte puede variar, es decir, puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7 o más individuos; sin embargo, 
también puede ser un grupo más grande de sujetos, tal como, por ejemplo, aunque sin limitación, 10, 50, 100 o más 
individuos. Según la realización de la invención, la cohorte también puede comprender cohortes grandes de 500 o 
más individuos.

Según la invención, el término "aproximadamente" comprende los valores explícitamente recitados, así como 20
pequeñas desviaciones respecto a los mismos. Por consiguiente, una desviación respecto a un valor recitado de 10%, 
preferiblemente de 5%, preferiblemente de 1% se encuentra comprendida en el término "aproximadamente". Según 
la invención, se evaluaron sujetos con osteoporosis primaria (postmenopáusica) de edades medias de 
aproximadamente 60 años, lo que contrasta con la pérdida ósea y riesgo de fractura debidos a osteoporosis senil, que 
afecta a sujetos de aproximadamente 70 o más años.25

La expresión "éxito de tratamiento" tal como se utiliza en la presente memoria se define como el mantenimiento de la 
densidad ósea o el retraso del proceso de osteoporosis y la reducción del riesgo de romper un hueso (fractura 
osteoporótica) como resultado de osteoporosis. Por tanto, un marcador que predice el éxito del tratamiento debe estar 
preferentemente relacionado con el resultado clínico para un paciente, es decir, la reducción del riesgo de fractura. Un 
éxito del tratamiento moderado reduce el riesgo de fractura entre aproximadamente 25% y hasta aproximadamente 30
50%. Un éxito del tratamiento elevado da como resultado una reducción del riesgo superior a 50%.

La presente exposición proporciona miARN seleccionados para la utilización en un método de diagnóstico de 
osteoporosis, determinando el riesgo de desarrollar lesiones o fracturas osteoporóticas o monitorizando el tratamiento 
en sujetos sometidos a terapia, específicamente el tratamiento de la osteoporosis o diabetes.

Dichos miARN son hsa-miR-382-3p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-32-3p hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-3p, hsa-35
let-7i-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-1227-3p, hsa-miR-125b-
5p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-133a, hsa-miR-133b, hsa-miR-135a-5p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-
140-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-154-5p, 
hsa-miR-155-5p, hsa-miR-16-2-3p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-
181c-3p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-18b-5p, 40
hsa-miR-1908, hsa-miR-190a, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-3p, hsa-miR-194-5p, hsa-miR-196b-
5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19b-1-5p, hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-205-5p, hsa-
miR-20a-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-210, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-215, hsa-miR-223-5p, hsa-
miR-25-3p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-301b, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-30e-3p, 
hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-328-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-363-3p, hsa-miR-45
369-3p, hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-376a-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-377-3p, hsa-miR-378a-5p, 
hsa-miR-409-3p, hsa-miR-410, hsa-miR-451a, hsa-miR-454-3p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-487b, 
hsa-miR-493-5p, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-532-3p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-
545-3p, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-550a-3p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-582-3p, 
hsa-miR-589-5p, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-598, hsa-miR-624-5p, hsa-miR-627, hsa-miR-629-5p, hsa-miR-642a-5p, 50
hsa-miR-7-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-941, hsa-miR-942, hsa-miR-96-5p y hsa-
miR-98-5p- o isoformas o variantes de los mismos.

La detección de un incremento o reducción del nivel de dos o más de dichos miARN en comparación con el nivel en 
sujetos sanos puede utilizarse para predecir un riesgo de osteoporosis o fracturas en un sujeto.

Específicamente, medir un incremento del nivel de miARN de grupo II, específicamente de dos o más de dichos 55
miARN, que consisten en hsa-miR-382-3p, hsa-let-7i-3p, hsa-miR-1227-3p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-133b, hsa-miR-
135a-5p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-1908, hsa-
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miR-190a, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-3p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, 
hsa-miR-205-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-215, hsa-miR-223-5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-30e-3p, 
hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-377-3p, hsa-miR-
378a-5p, hsa-miR-410, hsa-miR-454-3p, hsa-miR-487b, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-
miR-542-5p, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-624-5p, hsa-miR-642a-5
5p, hsa-miR-941, hsa-miR-942 o isoformas o variantes de los mismos, pueden utilizarse como un indicador específico 
de osteoporosis o riesgo de osteoporosis. Dicho incremento o reducción de miARN se basa específicamente en datos 
derivados de niveles en sangre o suero en sujetos que estaban sufriendo de fracturas no recientes.

Según una realización específica, se combina hsa-miR-188 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-382 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.10

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-155 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-502 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-136 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-203 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-550 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.15

Específicamente, medir un incremento del nivel de miARN de grupo III, específicamente de dos o más de dichos 
miARN, que consisten en hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-32-3p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-
106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-3p, 
hsa-miR-143-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-154-5p, hsa-miR-16-2-3p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-
5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-20
miR-18b-5p, hsa-miR-1908, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19b-1-5p, hsa-miR-19b-
3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-210, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-25-
3p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-301b, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-
363-3p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-451a, hsa-
miR-454-3p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-493-5p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-532-3p, hsa-miR-545-25
3p, hsa-miR-550a-3p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-589-5p, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-598, hsa-miR-627, hsa-miR-629-
5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-941, hsa-miR-942, hsa-miR-96-5p y hsa-
miR-98-5p o isoformas o variantes de los mismos, puede ser un indicador específico de osteoporosis o riesgo de 
desarrollar osteoporosis o riesgo de lesiones o fracturas óseas en sujetos que están sufriendo de diabetes tipo II.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-32 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.30

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-486 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-96 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Según una realización específica adicional, se combina hsa-miR-942 con por lo menos uno de los miARN del grupo II o III.

Específicamente, la medición o detección de los niveles de miARN adicionales que consisten en hsa-miR-100, hsa-
miR-124a, hsa-miR-148a, hsa-miR-23a, hsa-miR-24, hsa-miR-31, hsa-miR-22-3p y hsa-miR-93 o isoformas o 35
variantes de los mismos, en combinación con por lo menos dos de cualquiera de los miARN de grupo II o III puede ser 
un indicador adicional de osteoporosis o riesgo de desarrollar osteoporosis o riesgo de lesiones o fracturas óseas en 
sujetos.

Específicamente, la medición o detección de los niveles de miARN adicionales que consisten en hsa-miR-140-5p, hsa-
miR-146a-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-20a, hsa-miR-200a, hsa-miR-217, hsa-miR-218, hsa-miR-26a, hsa-miR-40
27b, hsa-miR-2861, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-
34c, hsa-miR-370-3p, hsa-miR-3960, hsa-miR-503-5p, o isoformas y variantes de los mismos, en combinación con 
por lo menos dos de cualquiera de los miARN de grupo II o III puede ser una indicación adicional de osteoporosis o 
riesgo de desarrollar osteoporosis o riesgo de lesiones óseas o fracturas en sujetos.

Específicamente, los niveles diferentes de por lo menos dos de miR-188-3p, miR-382-3p, miR-155-5p y miR-942 45
respecto del nivel en sujetos sanos son indicativos de riesgo de fractura en mujeres postmenopáusicas sin diabetes 
tipo 2. La sensibilidad y especificidad del diagnóstico de riesgo de fractura y/o osteoporosis en este grupo de pacientes 
puede mejorarse adicionalmente mediante la inclusión de marcadores de miARN adicionales seleccionados de hsa-
miR-136-3p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-576-3p y/o hsa-miR-
582-3p en el análisis. Son realizaciones específicas, aunque sin limitarse a las mismas, las combinaciones de 50
marcadores:

miR-188-3p y miR-382-3p;
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miR-188-3p, miR-382-3p y miR-942;

miR-188-3p, miR-382-3p, miR-155-5p y miR-942;

miR-188-3p, miR-382-3p, miR-942, hsa-miR-502-5p y hsa-miR-136-3p;

miR-188-3p, miR-382-3p, miR-942, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-136-3p y hsa-miR-502-5p;

miR-188-3p, miR-382-3p, miR-942, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-502-5p y hsa-miR-5
550a-5p;

miR-188-3p, miR-382-3p, miR-942, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-
550a-5p y hsa-miR-181a-3p;

miR-188-3p, miR-382-3p, miR-942, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-
550a-5p, hsa-miR-181a-3p y hsa-miR-378a-5p.10

Según realizaciones alternativas adicionales, los diferentes niveles de por lo menos dos de miR-550a-5p, miR-32-3p, 
miR-96-5p y miR-486-3p respecto del nivel en sujetos sanos son indicativos de riesgo de fractura en mujeres 
postmenopáusicas que sufren de diabetes tipo 2. La sensibilidad y especificidad del diagnóstico de riesgo de fractura 
y/o osteoporosis en este grupo de pacientes puede mejorarse adicionalmente mediante la inclusión de marcadores de 
miARN adicionales seleccionados de hsa-let-7g-5p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-16-2-3p, hsa-miR-15
181a-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-532-3p, hsa-miR-7-5p y 
hsa-miR-92a-3p. Son realizaciones específicas, aunque sin limitarse a las mismas, las combinaciones de marcadores:

miR-550a-5p y miR-32-3p;

miR-550a-5p, miR-32-3p y miR-96-5p;

miR-550a-5p, miR-32-3p, miR-96-5p y miR-486-3p;20

miR-550a-5p, miR-32-3p, miR-96-5p, miR-486-3p y hsa-miR-203a;

miR-550a-5p, miR-96-5p hsa-let-7g-5p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-323a-3p y hsa-miR-500a-5p;

miR-550a-5p, miR-96-5p, miR-32-3p hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-143-5p, miR 532-3p y hsa-miR-92-3p;miR-550a-5p, 
miR-96-5p, miR-32-3p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-203a, hsa-let-7g-5p y hsa-miR-92a-3p;

miR-550a-5p, miR-96-5p, miR-32-3p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-181c-5p, miR-16-2-3p, hsa-let-7-5p y 25
hsa-miR-92a-3p;

miR-550a-5p, miR-96-5p, miR-486-3p, miR 532-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-203a, miR-16-2-3p, 
hsa-let-7-5p y hsa-miR-32-3p.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "microARN" o "miARN" o "miR" se refiere a una molécula de 
ARN no codificante de entre 17 y 25 nucleótidos que se hibrida con ARN mensajero codificante y regula la expresión 30
del mismo. La expresión "molécula de miARN" se refiere a cualquier molécula de ácido nucleico que representa el 
miARN, incluyendo moléculas de miARN naturales, es decir, el miARN maduro, pre-miARN o pri-miARN.

"Precursor de miR", "pre-miARN" o "pre-miR" se refieren a un ARN no codificante que presenta una estructura de 
horquilla, que contiene un miARN. Un pre-miARN es el producto del corte de un transcrito de mi-ARN primario o "pri-
miR" por la endonucleasa específica de ARN de doble cadena conocida como Drosha. Los precursores pueden ser 35
formas de los polinucleótidos respectivos tal como ocurren durante la maduración de los polinucleótidos respectivos. 
Específicamente, se indican ejemplos de dichos precursores en las tablas 2 a 4; específicamente, son los SEQ ID nº 
16 a 30, 78 a 124, 270, 197 a 268, 272 y/o 274.

Las secuencias de nucleótidos de los miARN maduros y sus precursores respectivos son conocidos en la técnica y se 
encuentran disponibles en la base de datos miRBase en http://www.mirbase.org/index.shtml o en la base de datos de 40
Sanger, en http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/ftp.shtml. Las secuencias de nucleótidos también se describen 
específicamente en las tablas 2 a 4 incluyendo la referencia a los números de acceso del banco génico 
correspondiente.

Polinucleótidos idénticos tal como se utilizan en la presente memoria en el contexto de un polinucleótido que se 
detectará o inhibirá en el contexto de la presente invención pueden presentar una secuencia de ácido nucleico con 45
una identidad de por lo menos 90%, 95%, 97%, 98% o 99% respecto de un polinucleótido que comprende o que 
consiste en la secuencia de nucleótidos de cualquiera de las SEQ ID nº 1 a 15, 269, 31 a 77, 125 a 196, 271 y/o 273.

Además, polinucleótidos idénticos tal como se utilizan en la presente memoria en el contexto de un polinucleótido que 
se detectará o inhibirá en el contexto de la presente invención pueden presentar una secuencia de ácido nucleico con 
una identidad de por lo menos 90%, 95%, 97%, 98% o 99% respecto de un polinucleótido que comprende o que 50
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consiste en la secuencia de nucleótidos de cualquiera de las SEQ ID nº 1 a 15, 269, 31 a 77, 125 a 196, 271 y/o 273, 
incluyendo uno, dos, tres o más nucleótidos de la secuencia de pre-miARN correspondiente en el extremo 5’ y/o en el 
extremo 3’ de la secuencia semilla respectiva.

Para el propósito de la invención, "isoformas y variantes" (que también se han denominado "iso-miR") de un miARN
de referencia incluyen variantes de recorte (variantes de recorte 5’ en las que el sitio de fragmentación 5’ se encuentra 5
cadena arriba o cadena abajo de la secuencia de miARN de referencia; variantes de recorte 3’: el sitio de fragmentación 
3’ se encuentra cadena arriba o abajo de la secuencia de miARN de referencia), o variantes que presentan una o más 
modificaciones de nucleótidos (adición de nucleótido 3’ al extremo 3’ del miARN de referencia; sustitución de 
nucleótido mediante el cambio de nucleótidos del miARN precursor) o la cadena de microARN madura 
complementaria, incluyendo sus isoformas y variantes (por ejemplo, para un microARN maduro 5’ dado, el microARN 10
duro 3’ complementario y viceversa). Con respecto a la modificación de nucleótidos, los nucleótidos relevantes para 
la unión ARN/ARN, es decir, la región semilla 5’ y los nucleótidos en el lado de corte/anclaje están exentos de 
modificación.

A continuación, a menos que se indique lo contrario, el término "miARN" comprende cadenas 3p y 5p y también sus 
isoformas y variantes.15

Específicamente, el término "miR-respectivo_número-3p" tal como se utiliza en la presente memoria en la 
especificación también comprende su miARN 5p complementario y viceversa.

En realizaciones específicas, los miARN de interés se detectan utilizando un nucleótido que se hibrida, preferiblemente 
bajo condiciones restrictivas, con dicho miARN de interés y medir la señal de hibridación.

En una realización preferente, el nivel de miARN de interés se determina mediante reacción en cadena de la 20
polimerasa (PCR). Los métodos de PCR son bien conocidos en la técnica y son ampliamente utilizados; incluyen PCR 
en tiempo real cuantitativa, PCR semicuantitativa, PCR multiplex, PCR digital o cualquier combinación de las mismas. 
En una realización particularmente preferente, los niveles de miARN se determinan mediante PCR en tiempo real 
cuantitativa (qRT-PCR). Los métodos para determinar los niveles de miARN mediante la utilización de qRT-PCR son 
conocidos en la técnica y habitualmente vienen precedidos por la transcripción inversa de un miARN en ADNc.25

En los métodos de PCR que resultan útiles en la presente invención, los cebadores habitualmente se basan en la 
molécula de miARN madura, aunque pueden incluir modificaciones químicas para optimizar el comportamiento de 
hibridación.

Los métodos de qRT-PCR pueden determinar el nivel absoluto de expresión de un miARN. Alternativamente, los 
métodos de qRT-PCR pueden determinar la cantidad relativa de un miARN. La cantidad relativa de un miARN puede 30
determinarse mediante la normalización del nivel de miARN respecto al nivel de una o más secuencias de ácido 
nucleico de estándar interno. En general, tales secuencias de ácido nucleico de estándar interno deben presentar un 
nivel constante en la muestra de sangre o suero analizada. Por ejemplo, las secuencias de ácido nucleico de estándar 
interno pueden ser secuencias de ácido nucleico ARN transcritas constitutivamente, tales como ARNm como 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), beta-actina (ACTb), o ARN no codificantes, tales como ARN 35
ribosómico 5S y 18S, RNU48, RNU44 y RNU6. Además, los miARN que presentan niveles constantes y elevados en 
suero o plasma, tales como miR-23a-3p, miR-23b-3p, miR-15-5p o miR-16-5p, pueden utilizarse como referencias 
para la cuantificación relativa. Además, pueden utilizarse secuencias de ARN sintético en cantidad equimolar durante 
el aislamiento del ARN o síntesis del ADNc como referencias para la cuantificación relativa de miARN específicos.

Se proporciona una visión general de los métodos de cuantificación mediante PCR en tiempo real útiles en la presente 40
invención en Schmittgen et al., 2008, Methods. Enero; 44(1): 31-38.

Los cebadores para la detección de miARN se encuentran disponibles comercialmente, p.ej. Como juegos de 
cebadores de PCR LNATM de microARN de Exiqon.

Debido a que los miARN son moléculas relativamente cortas, puede resultar útil, tal como se sugiere en, p.ej., el 
documento nº WO2011/14476, alargarlas mediante la adición de monómeros de adenosina a la cadena (una técnica 45
denominada poliadenilación) antes de la transcripción inversa y la amplificación. Brevemente, puede extraerse el ARN 
de la muestra con un reactivo adecuado (p.ej., el reactivo Trizol), poliadenilarse en presencia de ATP y polimerasa 
poli(A), transcribirse inversamente en ADNc utilizando un adaptador poli(T) y secuencia 5’-RACE, y amplificarse 
utilizando un cebador directo derivado del extremo 3’ del miARN y un cebador inverso de RACE. Entre las mejoras de 
esta técnica se incluyen el diseño del cebador de RACE con un nucleótido en su extremo 3’ (que constituye una A, C 50
o G, pero no una T, de manera que se excluye el cebador en cualquier sitio de la secuencia de poliA y se fuerza el 
cebado en la secuencia del miARN) o cebadores de RACE que están anclados en el extremo del ADNc 3’ de un 
microARN específico utilizando 2, 3, 4 o más nucleótidos con o sin modificación química.

La detección de un miARN también puede llevarse a cabo mediante otros métodos conocidos en la técnica, p.ej. los 
descritos en el documento nº WO2011/14476, como el método de secuenciación profunda, la cuantificación a base de 55
perlas, p.ej., las matrices de perlas de Illumina, la cuantificación basada en partículas de hidrogel, p.ej., FireflyTM, 
mediante tecnología de micromatrices, p.ej., la matriz de miARN humano NcodeTM disponible de Invitrogen, matrices 
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de chip disponibles de Affymetrix, o micromatrices que utilizan sondas de captura de esqueleto de ANB (matrices 
miRCURY LNATM), p.ej. de Exiqon.

La diferencia de niveles de miARN también puede determinarse utilizando ensayos multiplex de ácidos nucleicos 
basados en quimioluminiscencia, tales como Panomics, o ensayos de plásmidos informadores("biosensores") que 
contienen proteínas informadoras con sitios reguladores complementarios a microARN, u otras técnicas basadas en 5
la hibridación conocidas en la técnica.

La utilización de miARN en un método de la exposición resulta útil para diagnosticar trastornos óseos asociados a una 
densidad mineral ósea baja (debido a un metabolismo óseo aberrante, que se refleja en los miARN secretados) como 
la osteoporosis y, en particular, para evaluar el riesgo de fracturas osteoporóticas.

La presente exposición proporciona específicamente un juego de miARN que representan una firma diagnóstica 10
aplicable en un amplio abanico de estadios de enfermedad ósea y grupos de edad. En particular, la detección de 
miARN a), que están regulados diferentemente en la sangre o suero de pacientes más jóvenes que los incluidos en el 
estudio de Seeliger et al., supra, b) que están regulados diferentemente en pacientes con fracturas no recientes, y/o 
c) que están regulados diferentemente en pacientes de diabetes tipo 2 con fracturas no recientes, proporciona una 
herramienta diagnóstica y predictiva con una significancia más elevada para el diagnóstico precoz, el pronóstico a 15
largo plazo y el cribado de pacientes con un riesgo elevado de fracturas.

Los biomarcadores con valor pronóstico del avance de enfermedad son de la máxima importancia para minimizar la 
incidencia de fracturas osteroporóticas severas. Actualmente, una incidencia elevada de fracturas osteoporóticas 
puede atribuirse a métodos diagnósticos no específicos que se basan en gran medida en imágenes del hueso y 
parámetros clínicos rutinarios y características visibles tales como sexo, edad, estilo de vida e historia familiar y 20
puntuaciones FRAXTM. Sin embargo, la evaluación estos parámetros no es directamente relevante para el metabolismo 
óseo y la actividad de osteoblastos/osteoclastos. Por tanto, persiste una elevada variación del riesgo de fractura 
individual, a pesar de las directrices generales que incluyen FRAXTM y DMO. El diagnóstico precoz utilizando 
microARN se basa en una lectura del metabolismo óseo y, de esta manera, en la fisiopatología de las enfermedades 
mismas. Este análisis es, por tanto, más específico al paciente individual.25

Según otro aspecto, se describen composiciones terapéuticas para el tratamiento de fracturas óseas y trastornos 
óseos como la osteoporosis, o en el contexto de la diabetes tipo 2, en particular para la prevención o curación de 
fracturas.

Específicamente, una composición puede comprender:

a. por lo menos un, específicamente por lo menos dos miARN humanos aislados o sintéticos de entre los miARN hsa-30
miR-382-3p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-32-3p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-3p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-
106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-1227-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-127-3p, 
hsa-miR-132-3p, hsa-miR-133a, hsa-miR-133b, hsa-miR-135a-5p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-141-
3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-154-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-
miR-16-2-3p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-181c-35
5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-1908, hsa-miR-
190a, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-3p, hsa-miR-194-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, 
hsa-miR-19b-1-5p, hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-
20b-5p, hsa-miR-210, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-215, hsa-miR-223-5p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-26b-
5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-301b, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-40
324-5p, hsa-miR-328-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-363-3p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-374a-5p, 
hsa-miR-375, hsa-miR-376a-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-377-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-409-3p, hsa-miR-
410, hsa-miR-451a, hsa-miR-454-3p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-487b, hsa-miR-493-5p, hsa-miR-
495-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-532-3p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-545-3p, hsa-miR-548a-3p, 
hsa-miR-550a-3p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-589-5p, hsa-miR-45
590-3p, hsa-miR-598, hsa-miR-624-5p, hsa-miR-627, hsa-miR-629-5p, hsa-miR-642a-5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-
92a-3p, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-941, hsa-miR-942, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-98-5p o isoformas y 
variantes de los mismos, y/o

b. un antagonista/inhibidor de por lo menos un, específicamente por lo menos dos miARN de entre sa-miR-382-3p, 
hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-32-3p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-3p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-50
miR-106b-5p, hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-1227-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-132-
3p, hsa-miR-133a, hsa-miR-133b, hsa-miR-135a-5p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-
143-3p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-154-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-16-2-3p, 
hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181a-3p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-
185-5p, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-1908, hsa-miR-190a, hsa-miR-55
191-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-3p, hsa-miR-194-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19b-1-5p, 
hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-210, 
hsa-miR-21-3p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-215, hsa-miR-223-5p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-27a-3p, 
hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-301b, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-
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328-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-363-3p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-375, hsa-
miR-376a-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-377-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-409-3p, hsa-miR-410, hsa-miR-451a, 
hsa-miR-454-3p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-487b, hsa-miR-493-5p, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-500a-
5p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-532-3p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-545-3p, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-550a-3p, hsa-
miR-550a-5p, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-589-5p, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-598, 5
hsa-miR-624-5p, hsa-miR-627, hsa-miR-629-5p, hsa-miR-642a-5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-93-3p, 
hsa-miR-93-5p, hsa-miR-941, hsa-miR-942, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-98-5p o isoformas y variantes de los mismos 
que:

i. reduce el nivel de dichos miARN, y/o

ii. inhibe o regula negativamente la expresión de las secuencias codificantes de dichos miARN o degrada o corta 10
dichos miARN, específicamente seleccionados de ribozimas.

Según otro aspecto, la composición contiene además uno o más miARN seleccionados de hsa-miR-140-5p, hsa-miR-
146a-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-20a, hsa-miR-200a, hsa-miR-217, hsa-miR-218, hsa-miR-26a, hsa-miR-27b, 
hsa-miR-2861, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-34c, 
hsa-miR-370-3p, hsa-miR-3960, y hsa-miR-503-5p, o isoformas y variantes de los mismos, tal como se definen en la 15
presente memoria, o inhibidores o antagonistas de los mismos que reducen el nivel de dichos miARN, y/o

inhibe o regula negativamente la expresión de las secuencias codificantes de dichos miARN o degrada o corta dichos 
miARN, específicamente seleccionados de ribozimas.

Según otro aspecto, la composición contiene además uno o más miARN seleccionados de hsa-miR-188-3p, hsa-miR-
382-3p, hsa-miR-942, hsa-miR-155-5p, opcionalmente en combinación con hsa-miR-136-3p, hsa-miR-181a-3p, hsa-20
miR-378a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-576-3p y hsa-miR-582-3p, o isoformas y variantes de los 
mismos, tal como se definen en la presente memoria, o inhibidores o antagonistas de los mismos que reducen el nivel 
de dichos miARN, y/o

inhibe o regula negativamente la expresión de las secuencias codificantes de dichos miARN o degrada o corta dichos 
miARN, específicamente seleccionados de ribozimas.25

Según todavía otro aspecto, la composición contiene además uno o más miARN seleccionados de miR-550a-5p, miR-
32-3p, miR-96-5p y miR-486-3p, opcionalmente en combinación con hsa-let-7g-5p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-5p, 
hsa-miR-16-2-3p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-
532-3p, hsa-miR-7-5p y hsa-miR-92a-3p 3p, o isoformas y variantes de los mismos, tal como se definen en la presente 
memoria, o inhibidores o antagonistas de los mismos que reducen el nivel de dichos miARN, y/o30

inhibe o regula negativamente la expresión de las secuencias codificantes de dichos miARN o degrada o corta dichos 
miARN, específicamente seleccionados de ribozimas.

Estos miARN o sus inhibidores/antagonistas, respectivamente, pueden utilizarse en combinación con los miARN 
indicados en el párrafo anterior o como componentes individuales o en cualquier combinación de los mismos.

Si el miARN mismo o un inhibidor/antagonista del mismo se incorpora como ingrediente activo en la composición 35
terapéutico no sólo depende de si tal miARN se encuentra regulado positiva o negativamente en un paciente en riesgo 
de una fractura osteoporótica, sino de su función específica en la diferenciación osteogénica o en la activación 
osteoclastogénica. A título de ejemplo, si un miARN, que funciona como inhibidor de la diferenciación osteogénica, se 
encuentra regulado positivamente en la osteoporosis, tal como se muestra en la Tabla 1 o específicamente, tal como 
se conoce para miR 31-5p, o si funciona como promotor de la osteoclastogénesis como miR-148a-5p, un 40
inhibidor/antagonista de tal miARN será el ingrediente activo en la composición de la invención.

A continuación, a menos que se indique lo contrario, la expresión "terapéutico de miARN" se utiliza tanto para el miARN 
mismo como para el inhibidor/antagonista de miARN respectivo.

Un terapéutico de miARN generalmente se basa en la secuencia del miARN maduro diana. Los terapéuticos para las 
terapias de sustitución de miARN necesitan compartir la mayor parte de la secuencia del miARN maduro que se 45
sustituye. Se requiere una homología de secuencias exacta en la región semilla 5’ del miARN. Los terapéuticos 
diseñados para inhibir específicamente la función del miARN (oligonucleótidos, anti-microARN, AMO, por sus siglas 
en inglés) necesitan ser complementarios a la secuencia diana de manera que se consiga una hibridación estable y 
por tanto el secuestro del miARN. Los AMO pueden contener modificaciones químicas que causan la formación de 
ARN dúplex estables, tales como un esqueleto fosforotioato, o modificaciones de ANB y 2’-OMe de los residuos 50
sacáridos, respectivamente.

Si un miARN que se encuentra regulado positiva o negativamente en suero/plasma de sujetos con trastornos óseos, 
puede estar causalmente relacionado con la enfermedad debido a su función en la formación del hueso, puede 
determinarse mediante la evaluación del efecto de estos miARN sobre la diferenciación osteogénica: la transfección 
de microARN sintéticos en células madre mesenquimales se lleva a cabo antes del inicio de la diferenciación 55
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osteogénica. Mediante la utilización de ensayos que cuantifican el marcador osteogénico temprano fosfatasa alcalina 
(ALP), p.ej., mediante qPCR, transferencia western, o enzimáticamente, o ensayos que determinan la deposición de 
calcio, p.ej. mediante tinción con alizarina, tal como describen Deng et al. (Deng et al., 2014), pueden llegarse a 
conclusiones sobre la importancia de un miARN sobre la formación ósea.

Alternativamente, puede someterse a ensayo rutinariamente un terapéutico de miARN para su utilidad en la presente 5
invención mediante transfección de células madre mesenquimales (CMM) o, como modelo de CMM, células madre 
derivadas de tejido adiposo (CMTA), con constructos de vector de mamífero que contienen la secuencia de ADN 
codificante del terapéutico de miARN y determinar su efecto sobre la diferenciación osteogénica tal como se ha descrito 
anteriormente.

Las CMM y CMTA pueden obtenerse mediante métodos conocidos, p.ej. tal como describen Wolbank et al., 2007 10
(Tissue Eng 13, 1173-1183) y Wolbank et al., 2009 (Tissue Eng Part A 15, 1843-1854).

Un miARN que se ha confirmado que participa en la regeneración ósea y, de esta manera, que estimula la cicatrización 
ósea, resulta útil como el ingrediente activo en una composición farmacéutica de la invención.

Si un miARN que se encuentra regulado positiva o negativamente en suero/plasma de sujetos con trastornos óseos, 
puede estar causalmente relacionado con la enfermedad debido a su función en la formación del hueso, puede 15
determinarse mediante la evaluación del efecto de estos miARN sobre la formación de osteoclastos: se lleva a cabo 
la transfección de microARN sintético en células mononucleares de sangre periférica CD14+ antes del inicio de la 
formación de osteoclastos mediante RANKL y M-CSF. Utilizando ensayos que cuantifican marcadores de osteoclastos, 
tales como la actividad de fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP), y la expresión de receptor de calcitonina y
RANK, pueden extraerse conclusiones sobre la importancia de un miARN para la resorción ósea. Puede obtenerse un 20
miARN a partir de un precursor de miR utilizando células intactas o lisados celulares o puede producirse in vitro
utilizando enzimas de procesamiento aislados, tales como Drosha/Dgcr8 y Dicer aislados. También puede producirse 
un miARN mediante síntesis química, sin que haya sido procesado a partir de un precursor de miR.

Los antagonistas/inhibidores de los miARN son bien conocidos en la técnica y se encuentran disponibles 
comercialmente inhibidores de miARN personalizados. Por ejemplo, los antagonistas/inhibidores en el contexto de la 25
presente invención pueden ser moléculas de ácido nucleico, tales como antago-miR (Kriitzfeldt, Nature (2005), 438: 
685-689) o cualquier otro oligonucleótido T-O-metil-ARN con enlaces fosforotioato y una cola de colesterol, inhibidores 
de microARN miRCURY LNA™ (Exiqon), inhibidores de miARN in vivo LNA™ (Exiqon), ANB minúsculos (Obad, Nat 
Genet (2011), 43(4): 371-378), miR-decoys or miR-sponges (Ebert, Nat Methods (2007), 4: 721-726; Bond, Nat Med 
(2008), 14: 1271-1277) o similares. Un antagonista/inhibidor también puede ser un enzima degradador de miARN o 30
derivado del mismo, tal como se describe en Chatterjee, Nature (2009), 461: 546-9, ribozimas cabeza de martillo tal 
como se describe en Tedeschi, Drug Discov Today (2009), 14: 776-783, o antagomirzimas tal como se describe en 
Jadhav, Angew Chem Int Ed Engl (2009), 48(14): 2557-2560. En el contexto de la presente invención, los antagmiR, 
inhibidores de microARN miCURY LNA™, inhibidores de miR in vivo LNATM, ANB minúsculos, señuelos de miR o 
esponjas de miR.35

En una realización adicional, el ingrediente activo de la composición farmacéutica se selecciona según los principios 
de la denominada "medicina personalizada", es decir, se correlaciona con los resultados del método diaGNÖSTico de 
la invención, que sería, en este caso, un denominado diagnóstico "acompañante". Esto significa que la decisión sobre 
la administración terapéutico de un miARN con el objetivo de sustituir o inhibir un miARN específico está 
estrechamente asociada a un procedimiento diagnóstico asociado en el que se analiza el nivel del miARN específico 40
en un individuo.

Pueden utilizarse promotores específicos de osteoclasto, tales como el receptor de calcitonina (CalcR), RANK 
(receptor activador de NFkB), receptor de factor 1 estimulante de colonias (c-Fms) y catepsina-K (CathK).

En realizaciones de administración local, p.ej. para acelerar la cicatrización ósea después de una fractura, la molécula 
de ácido nucleico codificante del terapéutico de miARN puede administrarse en el sitio de interés mediante vectores 45
víricos o no víricos o como ADN o ARN desnudo. Según la revisión de Pelled et al., 2010 (Tissue Engineering: Part B, 
volumen 16, nº 1, 13-20), la localización de la molécula terapéutica dentro del sitio de fractura puede garantizarse 
mediante la introducción física en el sitio diana o mediante liberación génica a partir de un biomaterial tridimensional 
implantado en la zona del defecto o sitio próximo, incluyendo adhesivos biológicos tales como polímeros de fibrinógeno 
y trombina. Entre los métodos de introducción física útiles se incluyen la inyección directa del miARN o complejos de 50
lípido-microARN formado a partir de agentes tales como el terapéutico polietilenimina (PEI) en el sitio de fractura. 
Preferiblemente, con el fin de que la molécula de ácido nucleico penetre en las células in situ, se administra en estado 
de complejo utilizando liposomas o PEI. Alternativamente, el miARN podría ser transcrito por un virus. Preferiblemente, 
se utiliza un vector adenovírico, tal como se describe para expresar la proteína morfogenética ósea (PMO) en 
Egermann et al., 2006 (Hum Gene Ther. May; 17 (5):507-17).55

Alternativamente a la utilización de un vector, puede utilizarse la electroporación o sonoporación in vivo para 
administrar el terapéutico localmente. Utilizando estos métodos, el miARN o la molécula de ADN codificante de miARN 
se inyecta directamente en una fractura y se aplica un pulso eléctrico o sonda ultrasónica en el sitio transcutáneamente 

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



14

o percutáneamente. Dichos miARN o antagonistas/inhibidores de los mismos también pueden ser parte de sellantes 
de fibrina, utilizados específicamente para la reparación y regeneración óseas.

En una realización adicional, pueden implantarse en el sitio del defecto células madre mesenquimales derivadas de 
cualquier fuente, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, médula ósea, tejido adiposo, tejido umbilical, orina, o 
placenta, manipuladas genéticamente para sobreexpresar o suprimir el miARN terapéutico (Marie, 2011, Osteoporos 5
Int 22:2023-2026, Deng et al., supra).

En una realización alternativa, la localización del terapéutico de miARN en el sitio de interés, p.ej. el sitio de fractura, 
p.ej. mediante expresión del transgén, se lleva a cabo mediante, en primer lugar, la unión del ADN/ARN terapéutico 
del miARN a un sistema de transporte (p.ej. mediante adsorción, encapsulado o inmovilización, o mediante unión 
covalente; Luginbuehl et al., 2004, Eur J Pharm Biopharm 58:197-208) seguido de la implantación de la matriz activada 10
génicamente (GAM, por sus siglas en inglés) en el sitio del defecto, p.ej. tal como se describe en  Fang et al., 1996 
(Proc Natl Acad Sci USA 93, 5753).

Las matrices útiles (GAM, "matrices activadas génicamente") se han descrito en el contexto de matrices para el 
transporte de miARN. También en el caso de que se administre localmente el miARN terapéuticamente activo o un 
inhibidor/antagonista del mismo, como tal o incorporado en una matriz, puede enlazarse ventajosamente a una 15
molécula de localización y tránsito óseos. Esto puede llevarse a cabo mediante el enlace del vehículo de transporte, 
p.ej. un liposoma, que se utiliza para acomplejar el terapéutico de miARN, con la molécula de localización y tránsito 
óseos. En el caso de que deba administrarse localmente una molécula de ácido nucleico, la incorporación de la 
molécula de localización y tránsito óseos se lleva a cabo enlazándola a la superficie del vehículo de transporte. Lo 
mismo se aplica a un CPP.20

Cualquier terapéutico de miARN de la invención, que contenga la molécula de miARN o la molécula de ácido nucleico 
codificante de la misma, o un inhibidor antisentido, puede combinarse con otro u otros agentes, p.ej., teriparátido, 
denosumab, blosozumab, romosozumab, bisfosfonatos tales como alendronato, zolendronato, o uno o más factores 
de crecimiento óseo o las moléculas de ácido nucleico codificantes respectivas, p.ej. un BMP como BMP-2 y/o BMP-
7, o ARN, como, p.ej., ARN antagonistas de miR-31.25

Ejemplos

Ejemplo 1: microARN circulantes en respuesta a fracturas de cuello femoral recientes

Diseño del estudio

Para el análisis de los miARN en fracturas recientes, se centró la atención en pacientes más jóvenes que los 
seleccionados por Seeliger et al., 2014, supra, ya que el diagnóstico se produce preferentemente temprano durante el 30
desarrollo de la enfermedad, es decir, a una edad más temprana.

El comité ético austríaco concedió la aprobación ética para la recolección de muestras de suero de 14 sujetos mediante 
centrifugación a temperatura ambiente a 2.000xg durante 15 minutos después de la incubación a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. Los sujetos se clasificaron en dos grupos (n=7) basándose en la incidencia anterior de 
fracturas femorales osteoporóticas (figura 1a). De las características analizadas, tales como edad, índice de masa 35
corporal (IMC), intervalo de muestreo después de la cirugía, puntuación T de DMO, vitamina D y PTD, sólo el IMC 
mostró diferencias significativas.

Aislamiento de ARN

Se congelaron las muestras de suero a -80ºC para el almacenamiento a largo plazo. Tras el aislamiento del ARN, se 
descongeló el suero a 37ºC, se centrifugó a 12.000xg durante 5 minutos para eliminar los residuos celulares y se 40
homogeneizaron 200 µl de suero en 750 µl de Qiazol que contenía 35 fmoles de cel-miR-39-3p sintético de control 
añadido. Se llevó a cabo el aislamiento de ARN utilizando cloroformo y el kit de aislamiento miRNeasy (Qiagen, 
Alemania) para la precipitación y purificación de ARN con las desviaciones siguientes respecto al protocolo estándar: 
se homogeneizaron 200 µl de plasma en 750 µl de Qiazol. Se obtuvieron exactamente 500 µl de fase acuosa; se 
añadió 1 µl de glucógeno (Ambion, TX) hasta una concentración final de 50 µg/ml y se precipitaron con 750 µl de 45
etanol al 100%. Las columnas se lavaron tres veces con tampón RPE y se eluyó el ARN plasmático una vez en 30 µl 
de agua sin nucleasas y se almacenó a -80ºC. La cuantificación de cel-miR-39-3p se llevó a cabo por cuadruplicado 
en un Rotorgene de Qiagen utilizando el kit de ensayo de microARN Taqman y mezcla maestra respectivos (Applied 
Biosystems).

Análisis de qPCR50

El cribado de expresión de miARN fue realizado por Exiqon Inc. en Dinamarca utilizando paneles prediseñados para 
suero/plasma de 384 pocillos que cubren 175 miARN humanos diferentes que se ha observado repetidamente que 
circulan en suero o plasma. En primer lugar, se transcribieron inversamente 4 µl de ARN aislado en reacciones de 20 
µl utilizando el kit de reacción RT miRCURY LNA Universal. UniSp3 y UniSp6 son controles sintéticos que se añadieron 
en esta etapa y se analizaron posteriormente para detectar la presencia de inhibidores enzimáticos. Las reacciones 55
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de RT se diluyeron 50 veces antes del análisis de qPCR y se sometió a ensayo cada miARN una vez por muestra en 
una reacción de 10 µl utilizando el sistema de PCR en tiempo real Roche LC 480 (Roche, Alemania).

Análisis de los datos

Se llevó a cabo un análisis de curvas de fusión y las reacciones de PCR de miARN con más de un pico fueron excluidas 
del análisis. Se calcularon las eficiencias de amplificación utilizando algoritmos similares a los del paquete de software 5
linreg. Las eficiencias eran de entre 1,8 y 2,1 para la mayoría de miARN. Las reacciones individuales que 
proporcionaron eficiencias <1,6 fueron excluidas de la base de datos. Se generaron niveles de fondo para cada miARN 
mediante el ensayo de un control de síntesis de ADNc "sin molde" en una placa de panel prediseñado para 
suero/plasma completa. La mayoría de ensayos de miARN no rindió ninguna señal y se fijó la Cp de fondo en 42. Los 
presentes inventores requerían que todos los ensayos de miARN mostrasen señales >5 Cp inferiores al valor de fondo 10
para ser incluidos en el análisis. La normalización de los valores de Cp se llevó a cabo basándose en el Cp medio de 
los ensayos de miARN detectados en la totalidad de las 14 muestras (124 ensayos). Se utilizó el software Normfinder 
para confirmar que la estabilidad del Cp medio era más elevada que la estabilidad de cualquier ensayo de miARN 
individual en la base de datos. Se utilizó la ecuación siguiente para la normalización: Cp normalizado (dCp) = Cp medio 
(124 ensayos) - Cp de ensayo (muestra). Esto resulta en un valor de delta Cp (dCp), que es una medida relativa 15
transformada mediante log2 para la expresión en la que los valores más altos indican una concentración más alta y 
los valores de dCp más bajos indican una concentración más baja en el plasma.

Se calcularon estadísticos t no paramétricos utilizando la prueba U de Mann-Whitney y se calcularon los factores de 
cambio entre los valores de expresión medios de cada grupo. En total, quince miARN mostraron una diferencia elevada 
(factor de cambio >1,5) entre muestras de fractura reciente y de control.20

Ejemplo 2: microARN circulantes en pacientes con fracturas osteoporóticas no recientes prevalentes o incidentes con 
y sin diabetes tipo 2

Diseño del estudio para fracturas osteoporóticas prevalentes

Durante la realización del estudio se recogieron muestras de suero de 74 mujeres postmenopáusicas (17 controles 
sin historia de fracturas (Co), 19 controles con historia de fracturas de fragilidad (Fx), 19 mujeres con diabetes tipo 2 25
sin fracturas (DM) y 19 mujeres con diabetes tipo 2 con historia de fracturas de fragilidad (DMFx). Para la inclusión en 
el estudio, todas las mujeres debían ser postmenopáusicas, de edades entre 50 y 75 con un índice de masa corporal 
comprendido entre 18 y 37 kg/m2. Se requirió que todos los sujetos fuesen móviles y capaces de desplazarse sin 
andador. Para los sujetos incluidos en el grupo diabético, se requirió un mínimo de 3 años de historia de tratamiento 
para diabetes tipo 2 mediante medicación oral y/o insulina. Se incluyeron mujeres caucásicas, asiáticas y 30
afroamericanas. Los sujetos con fracturas sólo se incluyeron si las fracturas habían sido causadas por un traumatismo 
de baja energía, tal como caídas desde una altura de pie o inferior y si persistieron después de la menopausia. Los 
pacientes con fracturas patológicas de otro origen, tales como tumores locales, lesiones de tipo tumoral o 
desmineralizaciones focales según visualización en radiografías, fueron excluidos del estudio.

Los criterios de exclusión comprendía todas las condiciones médicas que podían afectar al metabolismo óseo, tales 35
como enfermedad neuropática severa, osteoporosis idiopática juvenil o premenopáusica, hipertiroidismo, 
hiperparatiroidismo, una historia reciente de periodos más prolongados (>3 meses) de inmovilización, uso crónico de 
fármacos, enfermedad gastrointestinal crónica, insuficiencia renal crónica significativa (CKD estadios IV y V), 
insuficiencia hepática crónica significativa, enfermedad cardiovascular inestable o hipertensión no controlada. 
Además, cualquier tratamiento crónico durante los últimos seis meses con esteroides adrenales o anabólicos, 40
estrógenos, antácidos, anticonvulsivos, anticoagulantes, dosis farmacológicas de vitamina A, fluoruros, bisfosfonatos, 
calcitonina, tamoxifeno u hormona paratiroidea (HPT) se consideró un criterio para la exclusión. Debido al impacto 
demostrado sobre la masa ósea y la estructura ósea, los sujetos bajo medicación con agentes antidiabéticos tales 
como rosiglitazona o pioglitazona también fueron excluidos del estudio.

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité de investigación humana (CIH) del UCSF y todos los pacientes 45
proporcionaron su consentimiento informado por escrito antes de participar. Se recogieron especímenes de sangre 
entre las 8 y 11 de la mañana tras 12 horas de ayuno durante la noche de acuerdo con las instrucciones de 
manipulación del laboratorio. Para las muestras de suero, se dejó que la sangre coagulase en posición vertical hacia 
arriba durante 40 minutos y después se centrifugó a 2.500 rpm durante 15 min dentro de la primera hora desde la 
recolección. Ninguna de las muestras mostró signos de hemólisis en la inspección visual. Seguidamente el suero se 50
transfirió a viales de plástico de tapón enroscable de 1,5 ml y se almacenaron a -80ºC hasta el análisis posterior.

Diseño del estudio para fracturas osteoporóticas incidentes

Se generó un diseño de estudio prospectivo de control de casos anidados con 443 mujeres postmenopáusicas de 
edad superior a 66 años de la cohorte AGES-Reykjavik. El objetivo de este estudio era la identificación de microARN 
circulantes para la predicción de primeras fracturas osteoporóticas (fracturas incidentes) o fracturas osteoporóticas 55
adicionales. Con este fin, se analizaron muestras de sangre en la línea base para niveles séricos de microARN y se 
correlacionaron con el resultado para el paciente después del primer seguimiento a los 5,4 años. En total, el diseño 
del estudio incluía 4 grupos: un grupo de control que comprendía 100 individuos sanos sin fracturas prevalentes y que 
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no sufrieron fracturas durante el seguimiento de 5,4 años; un grupo de fractura que comprendía 172 pacientes de los 
que 100 habían sufrido una primera fractura incidente durante el seguimiento y 72 pacientes que ya habían sufrido 
una o más fracturas prevalentes antes de sufrir una fractura adicional durante el periodo de seguimiento; un grupo 
diabético de control que comprendía 100 individuos diagnosticados de diabetes tipo 2 pero que no habían sufrido 
fracturas prevalentes o incidentes durante el seguimiento, y un grupo diabético de fractura que consistía en 71 5
pacientes de los que 35 habían sufrido una primera fractura incidente dentro del periodo de seguimiento de 5,4 años 
que habían sufrido una fractura prevalente en la línea base y una o más fracturas incidentes adicionales durante el 
periodo de seguimiento.

En los grupos de fractura, los pacientes con traumatismo de alta energía y fracturas de estrés fueron excluidos. Las 
fracturas prevalentes que habían ocurrido 18 meses antes de la visita de estudio o menos fueron excluidas. Sólo se 10
incluyeron los sujetos que mostraban una función renal superior a 30 ml/min (eGFR), un IMC >20 kg/m2, ninguna 
historia de inmovilización antigua o reciente, sin ingesta actual de medicación de afectación ósea y sin evidencia 
basada en registro autoinformado o médico de enfermedad renal, enfermedad hepática, enfermedad gastrointestinal 
crónica, hiperparatiroidismo, ovariectomía, alcoholismo crónico u osteoporosis idiopática.

Aislamiento de ARN15

Para el aislamiento del ARN, se descongelaron 200 µl de suero a 37ºC, se centrifugaron a 12.000xg durante 5 minutos 
y se homogeneizaron en 1.000 µl de Qiazol que contenía controles añadidos de ARN sintético (Exiqon, Dinamarca) a 
tres concentraciones diferentes para monitorizar la eficiencia de la purificación de ARN pequeño. El aislamiento del 
ARN se llevó a cabo utilizando la extracción con cloroformo y el kit de aislamiento miRNeasy (Qiagen, Alemania) para 
la precipitación y purificación del ARN con las desviaciones siguientes respecto al protocolo estándar: se obtuvieron 20
exactamente 650 µl de fase acuosa después de la extracción y se añadió 1 µl de glucógeno (Ambion, TX, EE.UU.) a 
una concentración final de 50 µg/ml y se precipitó con 975 µl de etanol al 100%. Las columnas se lavaron tres veces 
con tampón RPE y se eluyó el ARN una vez en 30 µl de agua sin nucleasas y se almacenaron a -80ºC.

Análisis de qPCR

La cuantificación de alto rendimiento basada en qPCR de los miARN se llevó a cabo en una placa de 384 pocillos 25
utilizando reactivos de Exiqon. En primer lugar, se transcribieron inversamente 10 µl de ARN aislado en reacciones de 
50 µl utilizando el kit II de síntesis de ADNc Universal Se añadió UniSp6 y cel-miR-39-3p durante esta etapa para 
monitorizar la presencia de inhibidores enzimáticos. Las muestras de ADNc se diluyeron 100 veces antes del análisis 
de qPCR en placas de 384 pocillos Pick&Mix prerrecubiertas de diseño personalizado. Utilizando un robot de 
manipulación de líquidos epMotion P5073 (Eppendorf, Alemania), se repartieron 10 µl de mezcla de qPCR en cada 30
pocillo de la placa de qPCR. Se sometió a ensayo cada miARN una vez por muestra en una reacción de 10 µl utilizando 
el sistema de PCR en tiempo real Roche LC 480 (Roche, Alemania).

Análisis de los datos

Se llevó a cabo un análisis de curvas de fusión y las reacciones de PCR de miARN con más de un pico fueron excluidas 
del análisis. Se calcularon las eficiencias de amplificación utilizando algoritmos similares a los del paquete de software 35
linreg. Las eficiencias eran de entre 1,8 y 2,1 para la mayoría de miARN. Las reacciones individuales que 
proporcionaron eficiencias <1,6 fueron excluidas de la base de datos. Se generaron niveles de fondo para cada miARN 
mediante el ensayo de un control de síntesis de ADNc "sin molde" en una placa de panel prediseñado para 
suero/plasma completa. La mayoría de ensayos de miARN no rindió ninguna señal y se fijó la Cp de fondo en 42. Los 
datos de expresión se prefiltraron siguiendo los criterios siguientes: i) se excluyeron los elementos con más de 50% 40
de valores vacíos, ii) se seleccionaron los elementos con un valor de p <0,05 en un análisis de ANOVA de un factor 
de entre cualquiera de los 4 grupos, iii) se seleccionaron los elementos con un valor de p en la prueba de chi-cuadrado 
<0,1 que indicaba una distribución desigual de señales negativas entre muestras de fractura y de no fractura o entre 
muestras de diabetes y de no diabetes. El objetivo de esta etapa era incluir en el procesamiento posterior sólo los 
elementos con una tendencia a la regulación de cualquiera de los 4 grupos. Los valores de Ct de los 146 elementos 45
restantes se corrigieron para la media global de los niveles de control añadido y, finalmente, los valores vacíos se 
sustituyeron por valores imputados, basándose en la premisa de valores con distribución normal.

Los modelos lineales Gene-Wise se ajustaron incorporando la información de clase, p.ej. fractura vs. no fractura, o 
fractura diabética vs. control diabético, mediante cuadrados mínimos generalizados. Los valores de p de la prueba de 
si el coeficiente de clase era diferente de 0 se ajustaron para múltiples comparaciones utilizando el método propuesto 50
por Benjamini y Hochberg. Se utilizó el paquete Limma del repositorio Bioconductor. Se evaluaron todos los modelos 
individuales a partir de las medias de los valores de AUC y las tasas de clasificación errónea de una validación cruzada 
de 5 veces utilizando la máquina de soporte vectorial como clasificador base. Se seleccionó el tamaño de modelo más 
pequeño que obtuvo un valor de AUC próximo al valor de AUC máximo. Se repitió todo el procedimiento con datos 
simulados que incorporaban la misma dimensionalidad y estructura de correlaciones que los datos originales pero que 55
no mostraban diferencias en las medias entre clases. El valor de AUC resultante máximo se utilizó como un punto de 
referencia caracterizado por una reproducibilidad cero. Todos los modelos seleccionados utilizando el método en dos 
etapas descrito anteriormente rindieron claramente resultados superiores en comparación con el punto de referencia.
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Resultados

Para la clasificación de los pacientes de fractura no diabéticos, se identificó una combinación de 4 microARN (figura 
1a y b) que rindió un valor de AUC de 0,978. Esta combinación consistía en miR-188-3p, miR-942, miR-155-5p y miR-
382-3p. La incorporación adicional de miARN (hasta 10 miARN en total) en el modelo de clasificación pudo mejorar el 
AUC hasta un valor de 1,0 (figura 2a), de los que miR-136-3p y miR-502-5p presentaron el efecto más fuerte sobre la 5
clasificación.

Para la clasificación de los pacientes de fractura no diabéticos, se identificó una combinación de 4 microARN (figura 
1c y d) que rindió un valor de AUC de 0,933. Esta combinación consistía en miR-550a-5p, miR-96-5p, miR-32-3p y 
miR-486-3p. La incorporación adicional de miARN (hasta 10 miARN en total) en el modelo de clasificación pudo 
mejorar el AUC hasta un valor de 1,0 (figura 2b), de los que miR-203a y miR-141-3p y let-323a-3p presentaron el 10
efecto más fuerte sobre la clasificación.

Ejemplo 3: análisis de la función del microARN en el contexto de la diferenciación osteogénica

Se obtuvieron células madre derivadas de tejido adiposo humano (CMTA) a partir de tejido adiposo subcutáneo que 
se obtuvo mediante liposucción de tumescencia de pacientes ambulatorios bajo anestesia local con el consentimiento 
del paciente. Se aislaron las CMTA tal como se ha descrito anteriormente (Wolbank et al., 2007a; Wolbank et al., 15
2007b; Wolbank et al., 2009a) y se cultivaron en DMEM-bajo en glucosa/F-12 de HAM complementado con L-
glutamina 4 mM, suero de feto bovino al 10% (FCS, PAA) y 1 ng/ml de factor de crecimiento fibroblástico básico 
humano recombinante (rhFGF, R&D Systems) a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad del aire. Las células se 
subcultivaron una o dos veces cada semana a una relación de división de 1:2 de acuerdo con la tasa de crecimiento.

Inducción de la diferenciación osteogénica en CMTA20

Todos los protocolos de diferenciación se llevaron a cabo en placas de cultivo celular de 24 pocillos. Para la 
diferenciación osteogénica, se sembraron CMTA a una densidad de 2x103 células en cada pocillo. 72 horas después 
de la siembra, las células se incubaron con medio de diferenciación osteogénica (DMEM-bajo en glucosa, FCS al 10%, 
L-glutamina 4 mM, dexametasona 10 nM, ascorbato-2-fosfato 150 µM, β-glicerolfosfato 10 mM y vitamina-D3 10 nM) 
durante hasta 4 semanas.25

Tinción con rojo de alizarina S

Para la tinción con alizarina de las estructuras calcificadas, las células se fijaron durante 1 hora en etanol al 70% a -
20ºC. Tras un enjuague breve, las células se tiñeron durante 20 minutos con solución de rojo de alizarina 40 mM 
(Sigma) y se lavaron con PBS. Para la cuantificación, se extrajo la alizarina durante 30 minutos utilizando 200 µl de 
solución de HCl 0,1 M/SDS al 0,5%. El pigmento extraído se midió a 425 nm.30

Transfecciones

Las CMTA se transfectaron utilizando el reactivo de transfección siPORT™ NeoFX™ (Applied Biosystems). Las 
células se transfectaron con microARN precursor 10 nM o control de miARN aleatorizado nº 2 (Ambion) de acuerdo 
con el protocolo del fabricante. Tres días después de la transfección, se inició la diferenciación tal como se ha descrito 
anteriormente.35

Resultados

La transfección de hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-203a, hsa-miR-376a-3p, y miR-550a-5p resultó en una inhibición 
significativa de la diferenciación osteogénica de 50% o superior. La transfección de hsa-miR-188-3p, hsa-miR-199b-
5p y miR-148a-5p resultó en una aceleración significativa de la diferenciación osteogénica superior a 200% y de hasta 
400%.40

Tablas

Tabla 1

nº
Cohorte de pacientes

ID del miARN Log2 factor de cambio 
(enfermos vs controles)

Valor de p

1

OFX reciente Grupo I

hsa-miR-10a-5p 0,95 0,0012

2 hsa-miR-10b-5p 1,01 0,0012

3 hsa-miR-106a-5p -0,33 0,078

4 hsa-miR-125b-5p 0,54 0,2734

5 hsa-miR-127-3p 0,83 0,1634
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6 hsa-miR-133a -0,55 0,3295

7 hsa-miR-133b -1,47 0,0280

8 hsa-miR-143-3p -0,51 0,1010

9 hsa-miR-18a-3p -0,50 0,2741

10 hsa-miR-194-5p 0,49 0,2266

11 hsa-miR-30a-5p 0,72 0,1092

12 hsa-miR-328-3p -0,62 0,0344

13 hsa-miR-376a-3p 0,77 0,1160

14 hsa-miR-409-3p 0,86 0,2042

15 hsa-miR-574-3p -0,51 0,2016

1

OFX no reciente 
Grupo II

hsa-let-7i-3p -0,56 0,206

2 hsa-miR-1227-3p 0,53 0,643

3 hsa-miR-127-3p -1,04 0,145

4 hsa-miR-133b -0,81 0,086

5 hsa-miR-135a-5p -0,90 0,030

6 hsa-miR-136-3p -0,87 0,055

7 hsa-miR-143-3p -0,64 0,210

8 hsa-miR-155-5p -1,11 0,013

9 hsa-miR-181a-3p -2,93 0,000

10 hsa-miR-188-3p -1,72 0,003

11 hsa-miR-1908 -0,90 0,484

12 hsa-miR-190a -1,37 0,052

13 hsa-miR-192-5p -0,64 0,090

14 hsa-miR-193b-3p -0,74 0,137

15 hsa-miR-196b-5p -0,64 0,201

16 hsa-miR-199b-5p -0,62 0,553

17 hsa-miR-200b-3p -0,61 0,236

18 hsa-miR-203a 0,87 0,725

19 hsa-miR-205-5p -0,53 0,162

20 hsa-miR-20b-5p -0,67 0,225

21 hsa-miR-214-3p -0,57 0,209

22 hsa-miR-215 -0,61 0,124

23 hsa-miR-223-5p -0,58 0,144

24 hsa-miR-27a-3p -0,52 0,145

25 hsa-miR-30e-3p -0,63 0,100

26 hsa-miR-323a-3p -0,67 0,165

27 hsa-miR-330-3p 1,02 0,088

28 hsa-miR-342-5p -1,16 0,035

29 hsa-miR-369-3p -1,04 0,055

30 hsa-miR-376c-3p -0,74 0,152
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31 hsa-miR-377-3p -1,02 0,062

32 hsa-miR-378a-5p -1,19 0,016

33 hsa-miR-410 -0,59 0,151

34 hsa-miR-454-3p -0,59 0,179

35 hsa-miR-487b -0,91 0,132

36 hsa-miR-495-3p -1,02 0,089

37 hsa-miR-500a-5p -0,96 0,122

38 hsa-miR-502-5p -1,36 0,040

39 hsa-miR-542-5p -1,43 0,126

40 hsa-miR-548a-3p -0,66 0,252

41 hsa-miR-550a-5p 2,17 0,052

42 hsa-miR-576-3p -1,58 0,002

43 hsa-miR-582-3p -1,55 0,020

44 hsa-miR-624-5p -0,69 0,197

45 hsa-miR-642a-5p -1,56 0,018

46 hsa-miR-941 -0,66 0,442

47 hsa-miR-942 -1,88 0,002

48 hsa-miR-382-3p -2,11 0,471

1

DMFX no reciente

Grupo III

hsa-let-7b-5p 0,97 0,005

2 hsa-let-7g-5p 0,99 0,002

3 hsa-let-7i-5p 0,91 0,002

4 hsa-miR-106a-5p 0,96 0,009

5 hsa-miR-106b-5p 1,01 0,006

6 hsa-miR-127-3p -1,29 0,487

7 hsa-miR-132-3p 0,84 0,015

8 hsa-miR-140-3p 0,78 0,014

9 hsa-miR-141-3p 1,27 0,002

10 hsa-mi R-143-3p 0,87 0,080

11 hsa-mi R-143-5p 1,42 0,007

12 hsa-miR-144-3p 0,94 0,009

13 hsa-miR-146b-5p 0,90 0,012

14 hsa-miR-154-5p -1,64 0,127

15 hsa-miR-16-2-3p 1,03 0,001

16 hsa-miR-16-5p 0,89 0,008

17 hsa-miR-17-5p 0,98 0,032

18 hsa-miR-181b-5p 0,83 0,035

19 hsa-miR-181c-3p 1,51 0,002

20 hsa-miR-181c-5p 1,25 0,004

21 hsa-miR-185-5p 0,81 0,024

22 hsa-miR-18a-3p 0,77 0,051
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23 hsa-miR-18a-5p 0,88 0,020

24 hsa-miR-18b-5p 0,92 0,019

25 hsa-miR-1908 -1,43 0,186

26 hsa-miR-191-5p 0,99 0,006

27 hsa-miR-196b-5p 1,03 0,037

28 hsa-miR-199b-5p 1,35 0,082

29 hsa-miR-19b-1-5p 2,38 0,007

30 hsa-miR-19b-3p 0,76 0,018

31 hsa-miR-200b-3p 0,94 0,050

32 hsa-miR-203a 1,98 0,007

33 hsa-miR-20a-5p 0,92 0,013

34 hsa-miR-20b-5p 1,12 0,068

35 hsa-miR-210 0,78 0,023

36 hsa-miR-21-3p 1,09 0,003

37 hsa-miR-25-3p 0,82 0,016

38 hsa-miR-26b-5p 0,79 0,023

39 hsa-miR-301a-3p 1,15 0,005

40 hsa-miR-301b 1,17 0,010

41 hsa-miR-323a-3p 1,21 0,002

42 hsa-miR-324-5p 1,15 0,017

43 hsa-miR-330-3p 1,23 0,022

44 hsa-miR-363-3p 0,83 0,008

45 hsa-miR-369-3p -1,29 0,011

46 hsa-miR-374a-5p 0,84 0,017

47 hsa-miR-375 1,30 0,004

48 hsa-miR-376c-3p -0,98 0,052

49 hsa-miR-378a-5p 1,09 0,023

50 hsa-miR-451a 0,91 0,012

51 hsa-miR-454-3p 0,99 0,023

52 hsa-miR-486-3p 1,16 0,018

53 hsa-miR-486-5p 1,04 0,003

54 hsa-miR-493-5p -0,85 0,607

55 hsa-miR-500a-5p 1,93 0,001

56 hsa-miR-532-3p 0,87 0,006

57 hsa-miR-545-3p 1,33 0,017

58 hsa-miR-550a-3p 0,98 0,032

59 hsa-miR-550a-5p 4,84 0,000

60 hsa-miR-589-5p 0,83 0,719

61 hsa-miR-590-3p 0,92 0,055

62 hsa-miR-598 0,87 0,068
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63 hsa-miR-627 0,97 0,034

64 hsa-miR-629-5p 0,96 0,009

65 hsa-miR-7-5p 1,40 0,001

66 hsa-miR-92a-3p 0,81 0,002

67 hsa-miR-93-3p 0,86 0,042

68 hsa-miR-93-5p 0,93 0,018

69 hsa-miR-941 1,70 0,024

70 hsa-miR-942 2,36 0,000

71 hsa-miR-96-5p 1,35 0,000

72 hsa-miR-98-5p 0,85 0,031

73 hsa-miR-181a-5p 0,74 0,041

74 hsa-miR-32-3p 1,11 0,021

Tabla 2. Fracturas osteoporóticas recientes vs. Controles

ID 
maduro

Secuencia 
madura

SEQ
ID

Nº de acceso 
maduro

precursor 
de 

miARN

secuencia de 
precursor de 

miARN

SEQ
ID

Nº de acceso de 
precursor de 

miARN

hsa-miR-
10a-5p

1 MIMAT0000253
hsa-mir-

10a
16 MI0000266

hsa-miR-
10b-5p

2 MIMAT0000254
hsa-mir-

10b
17 MI0000267

hsa-miR-
106a-5p

3 MIMAT0000103
hsa-mir-

106a
18 MI0000113

hsa-miR-
125b-5p

4 MIMAT0000423
hsa-mir-
125b-1

19 MI0000446

hsa-miR-
127-3p

5 MIMAT0000446
hsa-mir-

127
20 MI0000472
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hsa-miR-
133a-3p

6 MIMAT0000427
hsa-mir-
133a-1

21 MI0000450

hsa-miR-
133b

7 MIMAT0000770
hsa-mir-

133b
22 MI0000822

hsa-miR-
143-3p

8 MIMAT0000435
hsa-mir-

143
23 MI0000459

hsa-miR-
18a-3p

9 MIMAT0002891
hsa-mir-

18a
24 MI0000072

hsa-miR-
194-5p

10 MIMAT0000460
hsa-mir-
194-1

25 MI0000488

hsa-miR-
30a-5p

11 MIMAT0000087
hsa-mir-

30a
26 MI0000088

hsa-miR-
328-3p

12 MIMAT0000752
hsa-mir-

328
27 MI0000804

hsa-miR-
376a-3p

13 MIMAT0000729
hsa-mir-
376a-1

28 MI0000784

hsa-miR-
409-3p

14 MIMAT0001639
hsa-mir-

409
29 MI0001735
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hsa-miR-
574-3p

15 MIMAT0003239
hsa-mir-

574
30 MI0003581

Tabla 3. Fracturas osteoporóticas no recientes vs. Controles

ID maduro
SEQ
ID

Seq 
maduro

nº de acc. 
maduro

horquilla
SEQ
ID

Seq horquilla
nº de acc. 
horquilla

hsa-let-7i-3p 31
MIMAT000 

4585
hsa-let-7i 78 MI0000434

hsa-miR-1227-
3p

32
MIMAT000 

5580
hsa-mir-

1227
79 MI0006316

hsa-miR-127-
3p

33
MIMAT000 

0446
hsa-mir-127 80 MI0000472

hsa-miR-133b 34
MIMAT000 

0770
hsa-mir-

133b
81 MI0000822

hsa-miR-135a-
5p

35
MIMAT000 

0428
hsa-mir-
135a-1

82 MI0000452

hsa-miR-136-
3p

36
MIMAT000 

4606
hsa-mir-136 83 MI0000475
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hsa-miR-143-
3p

37
MIMAT000 

0435
hsa-mir-143 84 MI0000459

hsa-miR-155-
5p

38
MIMAT000 

0646
hsa-mir-155 85 M0000681

hsa-miR-181a-
3p

39
MIMAT000 

0270
hsa-mir-
181a-1

86 MI0000289

hsa-miR-188-
3p

40
MIMAT000 

4613
hsa-mir-188 87 MI0000484

hsa-miR-1908-
5p

41
MIMAT000 

7881
hsa-mir-

1908
88 MI0008329

hsa-miR-190a-
5p

42
MIMAT000 

0458
hsa-mir-

190a
89 MI0000486

hsa-miR-192-
5p

43
MIMAT000 

0222
hsa-mir-192 90 MI0000234

hsa-miR-193b-
3p

44
MIMAT000 

2819
hsa-mir-

193b
91 MI0003137

hsa-miR-196b-
5p

45
MIMAT000 

1080
hsa-mir-

196b
92 MI0001150
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hsa-miR-199b-
5p

46
MIMAT000 

0263
hsa-mir-

199b
93 MI0000282

hsa-miR-200b-
3p

47
MIMAT000 

0318
hsa-mir-

200b
94 MI0000342

hsa-miR-203a 48
MIMAT000 

0264
hsa-mir-

203a
95 MI0000283

hsa-miR-205-
5p

49
MIMAT000 

0266
hsa-mir-205 96 MI0000285

hsa-miR-20b-
5p

50
MIMAT000 

1413
hsa-mir-20b 97 MI0001519

hsa-miR-214-
3p

51
MIMAT000 

0271
hsa-mir-214 98 MI0000290

hsa-miR-215-
5p

52
MIMAT000 

0272
hsa-mir-215 99 MI0000291

hsa-miR-223-
5p

53
MIMAT000 

4570
hsa-mir-223 100 MI0000300
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hsa-miR-27a-
3p

54
MIMAT000 

0084
hsa-mir-27a 101 MI0000085

hsa-miR-30e-
3p

55
MIMAT000 

0693
hsa-mir-30e 102 MI0000749

hsa-miR-323a-
3p

56
MIMAT000 

0755
hsa-mir-

323a
103 MI0000807

hsa-miR-330-
3p

57
MIMAT000 

0751
hsa-mir-330 104 MI0000803

hsa-miR-342-
5p

58
MIMAT000 

4694
hsa-mir-342 105 MI0000805

hsa-miR-369-
3p

59
MIMAT000 

0721
hsa-mir-369 106 M10000777

hsa-miR-376c-
3p

60
MIMAT000 

0720
hsa-mir-

376c
107 M10000776

hsa-miR-377-
3p

61
MIMAT000 

0730
hsa-mir-377 108 MI0000785

hsa-m iR-378a-
5p

62
MIMAT000 

0731
hsa-mir-

378a
109 MI0000786

hsa-miR-382-
3p

269
MIMAT002 

2697
hsa-mir-382 270 MI0000790
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hsa-miR-410-
3p

63
MIMAT000 

2171
hsa-mir-410 110 MI0002465

hsa-miR-454-
3p

64
MIMAT000 

3885
hsa-mir-454 111 MI0003820

hsa-miR-487b-
3p

65
MIMAT000 

3180
hsa-mir-

487b
112 MI0003530

hsa-miR-495-
3p

66
MIMAT000 

2817
hsa-mir-495 113 MI0003135

hsa-m iR-500a-
5p

67
MIMAT000 

4773
hsa-mir-

500a
114 MI0003184

hsa-miR-502-
5p

68
MIMAT000 

2873
hsa-mir-502 115 MI0003186

hsa-m iR-542-
5p

69
MIMAT000 

3340
hsa-mir-542 116 MI0003686

hsa-miR-548a-
3p

70
MIMAT000 

3251
hsa-mir-
548a-1

117 MI0003593

hsa-m iR-550a-
5p

71
MIMAT000 

4800
hsa-mir-
550a-1

118 MI0003600

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



28

hsa-m iR-576-
3p

72
MIMAT000 

4796
hsa-mir-576 119 MI0003583

hsa-miR-582-
3p

73
MIMAT000 

4797
hsa-mir-582 120 MI0003589

hsa-m iR-624-
5p

74
MIMAT000 

3293
hsa-mir-624 121 MI0003638

hsa-m iR-642a-
5p

75
MIMAT000 

3312
hsa-mir-

642a
122 MI0003657

hsa-miR-941 76
MIMAT000 

4984
hsa-mir-
941-1

123 MI0005763

hsa-m iR-942-
5p

77
MIMAT000 

4985
hsa-mir-942 124 MI0005767

Tabla 4. Fracturas diabéticas no recientes vs. Controles

ID maduro SEQ
ID

Seq 
maduro

nº de acc. 
maduro

horquilla SEQ
ID

Seq horquila Nº de acc. 
horquilla

hsa-let-7b-5p 125 MIMAT0000063 hsa-let-7b 197 MI0000063

hsa-let-7g-5p 126 MIMAT0000414 hsa-let-7g 198 MI0000433
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hsa-let-7i-5p 127 MIMAT0000415 hsa-let-7i 199 MI0000434

hsa-miR-106a-
5p

128 MIMAT0000103 hsa-mir-
106a

200 MI0000113

hsa-miR-106b-
5p

129 MIMAT0000680 hsa-mir-
106b

201 MI0000734

hsa-miR-127-
3p

130 MIM 
AT0000446

hsa-mir-
127

202 MI0000472

hsa-miR-132-
3p

131 MIM 
AT0000426

hsa-mir-
132

203 MI0000449

hsa-miR-140-
3p

132 MIMAT0004597 hsa-mir-
140

204 MI0000456

hsa-miR-141-
3p

133 MIMAT0000432 hsa-mir-
141

205 MI0000457

hsa-miR-143-
3p

134 MIMAT0000435 hsa-mir-
143

206 MI0000459
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hsa-miR-143-
5p

135 MIMAT0004599 hsa-mir-
143

207 MI0000459

hsa-miR-144-
3p

136 MIMAT0000436 hsa-mir-
144

208 MI0000460

hsa-miR-146b-
5p

137 MIMAT0002809 hsa-mir-
146b

209 MI0003129

hsa-miR-154-
5p

138 MIMAT0000452 hsa-mir-
154

210 MI0000480

hsa-miR-16-2-
3p

139 MIMAT0004518 has-mir-16-
2

211 MI0000115

hsa-miR-16-5p 140 MIM 
AT0000069

hsa-mir-16-
1

212 MI0000070

hsa-miR-17-5p 141 MIMAT0000070 hsa-mir-17 213 MI0000071

hsa-miR-181a-
5p

271 MIMAT0000256 hsa-mir-
181a-2

272 MI0000269

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



31

hsa-miR-181b-
5p

142 MIMAT0000257 hsa-mir-
181b-1

214 MI0000270

hsa-miR-181c-
3p

143 MIMAT0004559 hsa-mir-
181c

215 MI0000271

hsa-miR-181c-
5p

144 MIMAT0000258 hsa-mir-
181c

216 MI0000271

hsa-miR-185-
5p

145 MIMAT0000455 hsa-mir-
185

217 MI0000482

hsa-miR-18a-
3p

146 MIMAT0002891 hsa-mir-
18a

218 MI0000072

hsa-miR-18a-
5p

147 MIMAT0000072 hsa-mir-
18a

219 MI0000072

hsa-miR-18b-
5p

148 MIMAT0001412 hsa-mir-
18b

220 MI0001518

hsa-miR-1908-
5p

149 MIMAT0007881 hsa-mir-
1908

221 MI0008329
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hsa-miR-191-
5p

150 MIMAT0000440 hsa-mir-
191

222 MI0000465

hsa-miR-196b-
5p

151 MIMAT0001080 hsa-mir-
196b

223 MI0001150

hsa-miR-199b-
5p

152 MIM 
AT0000263

hsa-mir-
199b

224 MI0000282

hsa-miR-19b-1-
5p

153 MIMAT0004491 hsa-mir-
19b-1

225 MI0000074

hsa-miR-19b-
3p

154 MIMAT0000074 hsa-mir-
19b-1

226 MI0000074

hsa-miR-200b-
3p

155 MIMAT0000318 hsa-mir-
200b

227 MI0000342

hsa-miR-203a 156 MIMAT0000264 hsa-mir-
203a

228 MI0000283

hsa-miR-20a-
5p

157 MIMAT0000075 hsa-mir-
20a

229 MI0000076
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hsa-miR-20b-
5p

158 MIMAT0001413 hsa-mir-
20b

230 MI0001519

hsa-miR-210-
3p

159 MIM 
AT0000267

hsa-mir-
210

231 MI0000286

hsa-miR-21-3p 160 MIMAT0004494 hsa-mir-21 232 MI0000077

hsa-miR-25-3p 161 MIMAT0000081 hsa-mir-25 233 MI0000082

hsa-miR-26b-
5p

162 MIMAT0000083 hsa-mir-
26b

234 MI0000084

hsa-miR-301a-
3p

163 MIMAT0000688 hsa-mir-
301a

235 MI0000745

hsa-miR-301b 164 MIMAT0004958 hsa-mir-
301b

236 MI0005568

hsa-miR-32-3p 273 MIMAT0004505 hsa-mir-32 274 MI0000090

hsa-miR-323a-
3p

165 MIMAT0000755 hsa-mir-
323a

237 MI0000807
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hsa-miR-324-
5p

166 MIMAT0000761 hsa-mir-
324

238 MI0000813

hsa-miR-330-
3p

167 MIMAT0000751 hsa-mir-
330

239 MI0000803

hsa-miR-363-
3p

168 MIMAT0000707 hsa-mir-
363

240 MI0000764

hsa-miR-369-
3p

169 MIMAT0000721 hsa-mir-
369

241 MI0000777

hsa-miR-374a-
5p

170 MIMAT0000727 hsa-mir-
374a

242 MI0000782

hsa-miR-375 171 MIMAT0000728 hsa-mir-
375

243 MI0000783

hsa-miR-376c-
3p

172 MIMAT0000720 hsa-mir-
376c

244 MI0000776

hsa-miR-378a-
5p

173 MIMAT0000731 hsa-mir-
378a

245 MI0000786

hsa-miR-451a 174 MIMAT0001631 hsa-mir-
451a

246 MI0001729
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hsa-miR-454-
3p

175 MIMAT0003885 hsa-mir-
454

247 MI0003820

hsa-miR-486-
3p

176 MIMAT0004762 hsa-mir-
486

248 MI0002470

hsa-miR-486-
5p

177 MIMAT0002177 hsa-mir-
486

249 MI0002470

hsa-miR-493-
5p

178 MIMAT0002813 hsa-mir-
493

250 MI0003132

hsa-miR-500a-
5p

179 MIMAT0004773 hsa-mir-
500a

251 MI0003184

hsa-miR-532-
3p

180 MIMAT0004780 hsa-mir-
532

252 MI0003205

hsa-miR-545-
3p

181 MIMA 
T0003165

hsa-mir-
545

253 MI0003516

hsa-miR-550a-
3p

182 MIMAT0003257 hsa-mir-
550a-1

254 MI0003600
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hsa-miR-550a-
5p

183 MIM 
AT0004800

hsa-mir-
550a-1

255 MI0003600

hsa-miR-589-
5p

184 MIMAT0004799 hsa-mir-
589

256 MI0003599

hsa-miR-590-
3p

185 MIMAT0004801 hsa-mir-
590

257 MI0003602

hsa-miR-598-
3p

186 MIMAT0003266 hsa-mir-
598

258 MI0003610

hsa-miR-627-
5p

187 MIMAT0003296 hsa-mir-
627

259 MI0003641

hsa-miR-629-
5p

188 MIMAT0004810 hsa-mir-
629

260 MI0003643

hsa-miR-7-5p 189 MIMAT0000252 hsa-mir-7-1 261 MI0000263

hsa-miR-92a-
3p

190 MIMAT0000092 hsa-mir-
92a-1

262 MI0000093

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



37

Bibliografía

Anastas, J. N. y Moon, R. T. (2013). WNT signalling pathways as therapeutic targets in cancer. Nature Reviews Cancer, 
13(1), 11-26. doi:10.1038/nrc3419

Bartel, D. P. (2009). MicroRNAs: target recognition and regulatory functions. Cell, 136(2), 215-233. 5
doi:10.1016/j.cell.2009.01.002

Canalis, E. (2013). Wnt signalling in osteoporosis: mechanisms and novel therapeutic approaches. Nature Reviews. 
Endocrinology, 9(10), 575-83. doi:10.1038/nrendo.2013.154

Cefalu, C. A. (2004). Is bone mineral density predictive of fracture risk reduction? Current Medical Research and 
Opinion, 20(3), 341-349. doi:10.1185/03007990312500306210

Deng, Y., Bi, X., Zhou, H., You, Z., Wang, Y., Gu, P., & Fan, X. (2014). Repair of critical-sized bone defects with anti-
miR-31-expressing bone marrow stromal stem cells and poly(glycerol sebacate) scaffolds. European Cells & Materials, 
27, 13-24; discussion 24-5. Recuperado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24425157

Dong, S., Yang, B., Guo, H. y Kang, F. (2012). MicroRNAs regulate osteogenesis and chondrogenesis. Biochemical 
and Biophysical Research Communications, 418(4), 587-591. doi:10.1016/j.bbrc.2012.01.07515

Kanis, J. A., McCloskey, E. V, Johansson, H., Cooper, C., Rizzoli, R., Reginster, J.-Y., & Scientific Advisory Board of 
the European Society for Clinical and Economic Aspects of Osteoporosis and Osteoarthritis (ESCEO) y Committee of 

hsa-miR-93-3p 191 MIMAT0004509 hsa-mir-93 263 MI0000095

hsa-miR-93-5p 192 MIMAT0000093 hsa-mir-93 264 MI0000095

hsa-miR-941 193 MIMAT0004984 hsa-mir-
941-1

265 MI0005763

hsa-miR-942-
5p

194 MIMAT0004985 hsa-mir-
942

266 MI0005767

hsa-miR-96-5p 195 MIMAT0000095 hsa-mir-96 267 MI0000098

hsa-miR-98-5p 196 MIMAT0000096 hsa-mir-98 268 MI0000100

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



38

Scientific Advisors of the International Osteoporosis Foundation (IOF). (2013). European guidance for the diagnosis 
and management of osteoporosis in postmenopausal women. Osteoporosis International: A Journal Established as 
Result of Cooperation between the European Foundation for Osteoporosis and the National Osteoporosis Foundation 
of the USA, 24(1), 23-57. doi:10.1007/s00198-012-2074-y

Kapinas, K., Kessler, C. B., & Delany, A. M. (2009). miR-29 suppression of osteonectin in osteoblasts: regulation during 5
differentiation and by canonical Wnt signaling. Journal of Cellular Biochemistry, 108(1), 216-224. doi:10.1002/jcb.22243

Keller, A., Leidinger, P., Bauer, A., Elsharawy, A., Haas, J., Backes, C., ... Meese, E. (2011). Toward the blood-borne 
miRNome of human diseases. Nature Methods, 8(10), 841-3. doi:10.1038/nmeth.1682

Li, Z., Hassan, M. Q., Volinia, S., van Wijnen, A. J., Stein, J. L., Croce, C. M., ... Stein, G. S. (2008). A microRNA 
signature for a BMP2-induced osteoblast lineage commitment program. Proceedings of the National Academy of 10
Sciences of the United States of America, 105(37), 13906-13911. doi:10.1073/pnas.0804438105

Rubin, K. H., Abrahamsen, B., Friis-Holmberg, T., Hjelmborg, J. V. B., Bech, M., Hermann, A. P., ... Brixen, K. (2013). 
Comparison of different screening tools (FRAX®, OST, ORAI, OSIRIS, SCORE and age alone) to identify women with 
increased risk of fracture. A population-based prospective study. Bone, 56(1), 16-22. doi:10.1016/j.bone.2013.05.002

Seeliger, C., Karpinski, K., Haug, A., Vester, H., Schmitt, A., Bauer, J. y van Griensven, M. (2014). Five Freely 15
Circulating miRNAs and Bone Tissue miRNAs are Associated with Osteoporotic Fractures. Journal of Bone and Mineral 
Research : The Official Journal of the American Society for Bone and Mineral Research. doi:10.1002/jbmr.2175

Trompeter, H.-I., Dreesen, J., Hermann, E., Iwaniuk, K. M., Hafner, M., Renwick, N., ... Wernet, P. (2013). MicroRNAs 
miR-26a, miR-26b, and miR-29b accelerate osteogenic differentiation of unrestricted somatic stem cells from human 
cord blood. BMC Genomics, 14(1), 111. doi:10.1186/1471-2164-14-11120

Van Wijnen, A. J., van de Peppel, J., van Leeuwen, J. P., Lian, J. B., Stein, G. S., Westendorf, J. J., ... Kakar, S. (2013). 
MicroRNA functions in osteogenesis and dysfunctions in osteoporosis. Current Osteoporosis Reports, 11(2), 72-82. 
doi:10.1007/s11914-013-0143-6

Vasikaran, S., Eastell, R., Bruyère, O., Foldes, A. J., Garnero, P., Griesmacher, A., ... IOF-IFCC Bone Marker 
Standards Working Group. (2011). Markers of bone turnover for the prediction of fracture risk and monitoring of 25
osteoporosis treatment: a need for international reference standards. Osteoporosis International: A Journal Established 
as Result of Cooperation between the European Foundation for Osteoporosis and the National Osteoporosis 
Foundation of the USA, 22(2), 391-420. doi:10.1007/s00198-010-1501-y

Weilner, S., Schraml, E., Redl, H., Grillari-Voglauer, R., & Grillari, J. (2013). Secretion of microvesicular miRNAs in 
cellular and organismal aging. Experimental Gerontology, 48(7), 626-633. doi:10.1016/j.exger.2012.11.01730

Zhao, X., Xu, D., Li, Y., Zhang, J., Liu, T., Ji, Y., ... Xie, X. (2013). MicroRNAs regulate bone metabolism. Journal of 
Bone and Mineral Metabolism. doi:10.1007/s00774-013-0537-7.

E15728009
03-01-2019ES 2 704 748 T3

 



39

REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de diagnóstico de osteoporosis o de determinación del riesgo de fracturas osteoporóticas 
en un sujeto, que comprende las etapas de:

a) proporcionar una muestra de sangre de dicho sujeto,

b) medir el nivel de hsa-miR-188-3p y por lo menos uno de:5

i) miARN de grupo II que consisten en hsa-miR-382-3p, hsa-let-7i-3p, hsa-miR-1227-3p, hsa-miR-127-3p, 
hsa-miR-133b, hsa-miR-135a-5p, hsa-miR-136-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-181a-3p, 
hsa-miR-1908, hsa-miR-190a, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-3p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, 
hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-215, hsa-
miR-223-5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-30e-3p, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-342-5p, 10
hsa-miR-369-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-377-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-410, hsa-miR-454-3p, 
hsa-miR-487b, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-548a-3p, 
hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-624-5p, hsa-miR-642a-5p, hsa-miR-941 y 
hsa-miR-942, o isoformas o variantes de los mismos, y/o

ii) miARN de grupo III que consisten en hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-32-3p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, 15
hsa-let-7i-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-140-3p, 
hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-154-5p, 
hsa-miR-16-2-3p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-181c-
5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-18b-5p, hsa-miR-1908, hsa-miR-191-5p, 
hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19b-1-5p, hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-20
203a, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-210, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-26b-5p, 
hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-301b, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-363-3p, 
hsa-miR-369-3p, hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-451a, 
hsa-miR-454-3p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-493-5p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-532-3p, 
hsa-miR-545-3p, hsa-miR-550a-3p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-589-5p, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-598, 25
hsa-miR-627, hsa-miR-629-5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-
941, hsa-miR-942, hsa-miR-96-5p y hsa-miR-98-5p o isoformas o variantes de los mismos, y

c) comparar el nivel de dichos miARN con el nivel del miARN correspondiente en una muestra de sangre de 
referencia de un individuo sano,

en donde una diferencia superior a 1,5 veces en dicho nivel en comparación con la muestra de referencia es 30
indicativa de osteoporosis o riesgo de fracturas.

2. El método según la reivindicación 1, en donde el nivel de dichos miARN se compara con el nivel medio de 
miARN correspondientes en sujetos sanos, en donde una diferencia superior a una desviación estándar es indicativa 
de osteoporosis con riesgo incrementado de futuras fracturas.

3. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde se mide el nivel de al menos 4, 35
preferiblemente de al menos 5 miARN de cualquiera de los grupos II o III.

4. El método según la reivindicación 1 o 2, en donde se mide el nivel de todos los miARN de grupo II y/o grupo III.

5. El método según la reivindicación 1 o 2, en donde se mide además los niveles de hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-
133b, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-203a, hsa-miR-20b-5p, hsa-
miR-323a-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-376c-3p, hsa-miR-378a-5p, hsa-miR-454-3p, hsa-miR-40
500a-5p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-941 y hsa-miR-942.

6. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde se detecta uno o más miARN 
adicionales, en donde dichos miARN adicionales se seleccionan de los miARN de grupo V, que consiste en hsa-miR-
140-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa- hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-20a, hsa-miR-200a, hsa-miR-217, hsa-miR-218, hsa-miR-
26a, hsa-miR-27a, hsa-miR-2861, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-335-45
5p, hsa-miR-34c, hsa-miR-370-3p, hsa-miR-3960 y hsa-miR-503-5p, o isoformas y variantes de los mismos.

7. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde los sujetos son sujetos en los que se 
determinará el riesgo de fracturas, o son pacientes de osteoporosis u osteopenia que sufren de, o están en riesgo de 
sufrir, fracturas óseas, o son pacientes que están en riesgo de sufrir o sufren diabetes mellitus tipo 2.

8. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la diferencia de niveles de miARN 50
se determina mediante PCR cuantitativa o digital, secuenciación, micromatrices, ensayos de ácido nucleico Luminex, 
u otras técnicas basadas en la hibridación.
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