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Bio-Oss (Geistlich) está formado

por hueso bovino esterilizado y

desproteinizado compuesto por

carbonato de apatita deficiente en

calcio y es idéntico al hueso huma-

no desde el punto de vista fisico-

químico1-8. Bio-Oss tiene una fuer-

za de compresión de 35 MPa y su

naturaleza porosa (75 al 80 % del

volumen total) permite incrementar

en gran medida la superficie del

material. Este aumento de la super-

ficie proporciona un substrato para

incrementar la angiogénesis y

constituye un armazón para la for-

mación de hueso1-8. Se ha descrito

que Bio-Oss favorece la osteogé-

nesis y tiene una tasa de reabsor-

ción muy baja. Se ha utilizado con

frecuencia en casos de elevación

del suelo del seno maxilar9-16. En

algunos casos puede ser ventajoso

utilizar un material que presenta

muy poca degradación, como Bio-

Oss. Cuando se utiliza, el hueso

crece en dirección ascendente

desde el hueso preexistente en el

suelo sinusal hacia la zona injerta-

da, manteniendo el espacio, ayu-

dando a prevenir la indeseada

reabsorción ósea y sin muestras de
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Bio-Oss (Geistlich) es un material de hueso bovino anorgánico que se ha utilizado

ampliamente en intervenciones de regeneración ósea durante la cirugía oral. No obstante, no

se conoce por completo la forma en que este biomaterial incrementa la actividad de los

osteoblastos para favorecer la formación ósea. El microARN (miARN) representa un tipo de

ARN pequeño, funcional y no codificante de 19 a 23 nucleótidos que regula la transcripción

del ARN mensajero (ARNm) en proteínas. En este estudio se utilizó la técnica de micromatriz

de miARN para investigar la regulación de la traducción en una línea celular osteoblastoide

(MG63) expuesta a Bio-Oss. Se identificaron 9 miARN regulados al alza (mir-423, mir-492,

mir-191, mir-23a, mir-377, mir-494, mir-214, mir-139b, mir-320) y 4 miARN regulados a la

baja (mir-27a, mir-24, mir-188 y let-7c). Puesto que cada miARN regula 100 ARNm,

solamente se analizaron los ARN relacionados con la formación ósea. La amplia mayoría 

de los ARNm detectados están regulados a la baja, y destacan algunos genes homeobox

(genes que regulan la morfogénesis de todo un segmento del organismo), como noggin y

EN1. Se demostró un efecto indirecto positivo en la proteína morfogenética ósea 4. Según 

la información de que disponen los autores, los resultados descritos en este artículo son los

primeros sobre regulación de la traducción en osteoblastos expuestos a Bio-Oss. Este

estudio puede ser relevante para conocer mejor el mecanismo molecular de la regeneración

ósea y puede utilizarse como herramienta potencial para analizar el uso combinado de

citocinas. (Rev Int Odontol Restaur Period 2010;14:80–85.)
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reacción inflamatoria. El éxito de

Bio-Oss en el aumento de seno

maxilar también se confirmó en un

estudio a largo plazo17.

Puesto que se no se conoce

por completo el mecanismo por el

cual Bio-Oss estimula la actividad

de los osteoblastos para favorecer

la formación ósea, los autores tra-

taron de obtener más información

mediante el análisis de los microARN

(miARN).

La transcripción es la síntesis

de ARN mensajero (ARNm) a par-

tir del ADN, mientras que la tra-

ducción es la síntesis de proteína a

partir del ARNm. Los miARN cons-

tituyen una clase de ARN peque-

ños, funcionales y no codificantes

de 19 a 23 nucleótidos que regulan

la traducción de los ARNm en pro-

teínas18,19. Así pues, los miARN

regulan la cantidad de ARNm espe-

cíficos en las vías metabólicas de

silenciación del ARN postranscrip-

cional al inducir la degradación de

los ARNm diana20-26.

Para investigar el efecto de Bio-

Oss en los miARN se utilizó un

microchip conteniendo cientos de

secuencias de miARN (Invitrogen).

Esta técnica se denomina microma-

triz miARN o perfil de expresión

génica, porque permite que el téc-

nico analice de forma simultánea

los cambios en cientos de miARN.

Al analizar 329 secuencias de

miARN humano repartidas por la

matriz (portaobjetos), los autores

compararon las expresiones de los

miARN en las células osteoblastoi-

des humanas (MG63) tratadas con

Bio-Oss frente a las células (MG63)

no tratadas.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

La células osteoblastoides (MG63)

se cultivaron en pocillos Falcon

para cultivos celulares estériles

(Becton Dickinson) que contenían

un medio mínimo esencial de Eagle

suplementado con un 10 % de

suero fetal bovino (Sigma Che-

mical) y antibióticos (100 mg/ml de

penicilina y 100 mg/ml de estrep-

tomicina, Sigma Chemical). Los cul-

tivos se mantuvieron a 37 ºC en

una atmósfera humidificada de dió-

xido de carbono al 5 %. Se obtu-

vieron las células MG63 y se sem-

braron con una densidad de 1 x

105 cél/ml en pocillos de 9 cm2 (3

ml) utilizando tripsina al 0,1 % y

ácido etilendiaminotetraacético al

0,02 % en tampón de Eagle sin

Ca2+ ni Mg2+ para liberar las célu-

las. Se añadió Bio-Oss en un grupo

de pocillos a una concentración de

100 mg/10 ml. Transcurridas 24 h,

cuando los cultivos alcanzaron la

subconfluencia, se procesaron las

células para extraer el ARN.

Micromatrices de miARN

El miARN se extrajo de las células

util izando el PureLink miRNA

Isolation Kit (Invitrogen). Se toma-

ron 400 ng de miARN de cada mues-

tra (tratada y control) y se utilizaron

para hibridar el NCode Multi-

Species miRNA Microarray, un por-

taobjetos conteniendo 329 secuen-

cias humanas de miARN por dupli-

cado. Se utilizó un NCode miRNA

Labeling System (Invitrogen) para

marcar e hibridar el miARN de la

micromatriz, según las instrucciones

del fabricante. En pocas palabras, se

añadió una cola de poli(A) a cada

miARN utilizando una poli(A) poli-

merasa y un tampón reactivo opti-

mizado. Posteriormente, la secuen-

cia de captura se ligó al miARN uti-

lizando un oligo(dT) intermediario.

Tras la purificación, los miARN mar-

cados se hibridaron con las micro-

matrices y se incubaron durante

toda la noche.

Tras un período de incubación

de 18 a 20 h, la matriz se lavó y se

hibridó con el reactivo de captura

Alexa Fluor 3 (para las células con-

trol) y Alexa Fluor 5 (para las células

tratadas). La matriz se lavó de nuevo

y luego se exploró utilizando un

escáner de micromatrices estándar

(Axon Instruments).

Tras el escaneado, se identifica-

ron todos los puntos gracias a un

archivo GenePixR Array List descar-

gado de www.invitrogen.com/ncode

que enumera la identidad y la loca-

lización de todas las sondas impre-

sas en la matriz. Las imágenes se

cuantificaron utilizando el programa

GenePix 6.0 (Axon Instruments). La

intensidad de la señal de cada punto

se calculó restando el fondo local

de la intensidad total. Los datos se

normalizaron utilizando los paquetes

DNMAD y Preprocessing27,28, que

generaron un valor promedio de las

dos réplicas de cada miARN. Para

seleccionar los miARN expresados

de forma diferencial se analizaron

los datos obtenidos utilizando el

paquete Significance Analysis of

Microarray29.
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Para las predicciones y valida-

ciones diana, los miARN se proce-

saron utilizando miRBase Target30,

un recurso de la red desarrollado

por Enright Lab en el Wellcome Trust

Sanger Institute. Esta fuente utiliza

un algoritmo denominado miRanda

para identificar los posibles lugares

de unión de un determinado miARN

en la secuencia genómica.

La lista de genes diana se pro-

cesó mediante FatiGO31, una inter-

faz de la red que realiza la extracción

de datos sencillos utilizando Gene

Ontology32. La extracción de datos

consiste en asignar el término Gene

Ontology más característico a cada

grupo de genes regulados.

Resultados

La hibridación del miARN (obteni-

do de las células MG63 cultivadas

con Bio-Oss a una concentración

de 100 mg/10 ml) con las secuencias

Discusión

Los informes histológicos muestran

que la mayoría de las partículas de

Bio-Oss estaban rodeadas por hueso

maduro, compacto, de reciente for-

mación, con osteonas bien organi-

zadas2,5,7,8. En algunos campos se

observaron osteoblastos en proceso

de aposición ósea directamente en la

superficie de la partícula. No existie-

ron vacíos en la interfaz partícula-

hueso y éste se mantuvo en contac-

to estrecho con las partículas en todo

momento9-13. No se observó ningún

infiltrado de células inflamatorias

alrededor de las partículas o en la

interfaz con el hueso. Sin embargo,

apenas se conoce la manera en que

este biomaterial altera la actividad

de los osteoblastos a nivel genético

para favorecer la formación ósea. Por

tanto, los autores trataron de obtener

más información analizando los

miARN de los osteoblastos expues-

tos a Bio-Oss frente a los osteoblas-

tos no expuestos.

Los miARN son un tipo de molé-

culas de ARN no codificante, de

pequeño tamaño (19 a 23 nucleóti-

dos) recién descubiertas. De-

sempeñan un papel importante en el

proceso de la regulación postrans-

cripcional. Los miARN no se tradu-

cen en proteínas, en lugar de ello

seleccionadas en el portaobjetos

permitieron que los autores realiza-

ran un análisis sistemático de los

miARN y proporcionaron informa-

ción primordial sobre la regulación

del proceso de traducción inducido

por Bio-Oss. Existieron nueve

miARN regulados al alza (mir-423,

mir-492, mir-191, mir-23a, mir-377,

mir-494, mir-214, mir-139b, mir-320)

y cuatro miARN regulados a la baja

(mir-27a, mir-24, mir-188 y let-7c),

para una tasa de descubrimientos

falsos igual a 0 y una puntuación >

7. La figura 1 presenta el gráfico del

análisis estadístico de la micromatriz

y muestra la expresión diferencial de

los miARN. Puesto que el miARN

tiene potencia para regular miles de

genes, los autores seleccionaron

solamente los genes relacionados

con la osteogénesis y la remodela-

ción ósea regulados de la misma

forma por dos miARN casi indepen-

dientes (tabla 1). Se excluyeron los

genes con regulaciones opuestas.
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Figura 1 Análisis estadístico del gráfico de la micromatriz de
células MG63 tratadas durante 24 h con Bio-Oss a una
concentración de 100 mg/10 ml. Los miARN regulados a la baja se
localizan en la zona inferior izquierda; los miARN regulados al alza 
se sitúan en la zona superior derecha. Las líneas paralelas trazadas
desde la parte inferior izquierda a la parte superior derecha son 
los valores de corte.

Tabla 1 Genes regulados al alza y a la baja

miARN Función biológica Genes diana

Regulados al alza Desarrollo esquelético SUFU, IGF2,

IGF�4, N1,

PAPSS1, NOG

Desarrollo cartilaginoso NOG

Regulados a la baja Desarrollo esquelético DLX5
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regulan la expresión de otros genes

al segmentar o reprimir la traduc-

ción de sus ARNm diana.

La hibridación del miARN obte-

nido de las células MG63 cultivadas

con 100 mg/10 ml de Bio-Oss con

las secuencias seleccionadas en el

portaobjetos permitió a los autores

realizar un análisis sistemático de los

miARN y proporcionó información

primordial con respecto a la regula-

ción de la traducción inducida por

Bio-Oss (tabla 1).

La amplia mayoría de los genes

detectados se regula a la baja, y entre

ellos existieron varios genes homeo-

box (genes que regulan la morfogé-

nesis de todo un segmento del orga-

nismo). Los nogging (NOG) inactivan

a los miembros de la superfamilia del

factor de crecimiento transformante b

de proteínas de señalización, como

la proteína morfogenética ósea 4. Al

difundirse por las matrices extracelu-

lares de forma más eficiente que los

miembros de la superfamilia del fac-

tor de crecimiento transformante b,

los NOG tienen un papel importante

en la creación de gradientes morfo-

genéticos33. El homólogo humano

engrailed 1 (EN1) interviene en el con-

trol de la formación de patrones

durante el desarrollo de las extremi-

dades34. El gen homeobox distal-less

5 (DLX5) se regula al alza; es un miem-

bro de la familia homeobox que regu-

la el factor de transcripción e intervie-

ne en el desarrollo óseo y la consoli-

dación de las  fracturas. La mutación

de este gen está asociada con la mal-

formación ectrodactilia de manos y

pies35. Otro grupo de genes regula-

dos a la baja son las hormonas, como

el factor de crecimiento insulinoide

tipo 2 (IGF2), que es miembro de la

familia insulínica de los factores de

crecimiento polipeptídicos implicados

en el desarrollo y el crecimiento36.

Los genes estudiados en este

artículo son solamente unos cuantos

de los descritos en la tabla 1 que

están regulados de forma diferen-

cial por el miARN. Los autores ana-

lizaron brevemente aquellos cuyo

funcionamiento se conoce mejor y

que estuvieron relacionados direc-

tamente con la formación ósea, el

desarrollo esquelético, la remode-

lación del cartílago y la producción

ósea. Además, el hecho de que

varios genes relacionados con la for-

mación ósea tengan un control

negativo de la traducción puede

estar relacionado con una fase tem-

prana del análisis (es decir, las célu-

las MG63 cultivadas durante 24 h

hasta la subconfluencia). Esta fase se

caracteriza por una cinética celular

elevada y una baja diferenciación y

producción de matriz extracelular.

Vale la pena destacar que MG63

es una línea celular y no un cultivo

celular primario de osteoblastos. No

obstante, las ventajas de utilizar una

línea celular están relacionadas con el

hecho de que la reproducibilidad de

los datos es más elevada, ya que no

existe variabilidad en el paciente

estudiado. Los cultivos celulares pri-

marios constituyen una fuente de

células normales, pero también con-

tienen diferentes tipos de células con-

taminantes y células en diferentes

estadios de diferenciación. Es más,

los autores eligieron realizar el expe-

rimento después de 24 h para obte-

ner información sobre los estadios

iniciales de la estimulación, un

momento crítico en cualquier proce-

dimiento de injerto. Son necesarios

más investigadores, con otras líneas

celulares osteoblastoides, cultivos pri-

marios y diferentes momentos pun-

tuales para obtener una comprensión

global de los sucesos moleculares

relacionados con Bio-Oss. No obs-

tante, se detectó un efecto global en

la formación de hueso y el modelo de

estudio puede ser útil para investigar

el uso combinado de citocinas como

la proteína morfogenética ósea 4.
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