Rev Col Cienc Pec Vol. 16: 2, 2003 139

Injertos 6seos - Nueva alternativa. Fase |.
Extraccion de proteinas morfogenéticas parcialmente
purificadas de hueso bovino.

Jairo A Riverd MVZ, PhD; Carlos H Riafig MVZ, Esp; Paula A MonsalgeMV; Adriana Osorié, MV.
!Consultorio Veterinario, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo Biomateriales, Universidad de Antioquia
’Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia, A.A. 1226.

Medellin. Colombia.
jairoriveraposada@yahoo.com*

(Recibido: 19 de septiembre, 2002; aceptado: 1 abril, 2003)

Resumen

El propdsito de esta investigacion fue extraer a partir de hueso bovino y mediante procedimientos
quimicos, Proteinas Morfogenéticas Oseas (PMO), parcialmente purificadas que posean
caracteristicas osteoinductivas, de alta calidad, baja antigenicidad y alta biodisponibilidad, para ser
utilizadas como material de injerto 6seo. El procedimiento se llevé a cabo mediante cinco etapas
basicas asi: Molienda del material; extraccion de lipidos; desmineralizacion; extraccion del colageno;
obtencion de la fraccién proteica. Para verificar la efectividad de la desmineralizacién y demas
procesos, se procedié como sigue: Método de Soxhlet; espectrometria de Absorcién Atdmica de
Calcio; tincion de picrofucsina de Van Gieson; electroforesis en Gel de Poliacrilamida-Dodecil Sulfato
Sadico. Se obtuvo un material con proteinas de peso molecular aparente en el rango de 18 a 120 KDa,
principalmente en las bandas correspondientes a 18, 24, 34, 68, 72, 90, 120 KDa, mediante electroforesis
en Gel de Poliacrilamida Dodecil Sulfato Sédico (SDS-PAGE) el cual fue liofilizado y almacenado en
ampollas de vidrio selladas al vacio para su conservacion y uso posterior.

Palabras clave:biomateriales, factores de crecimiento, osteoregeneracion.

Introduccién reparacién de deformidades OGseas, congénitas,
postraumaticas, excision quirargica o después de la
Los injertos biol6gicos son materiales colocadogliminacion de procesos tumorales (1, 5,6).
en el organismo para colaborar o asumir temporal o
permanentemente la funcion de una parte del cuerpo. El hueso autélogo es el material de eleccion para los
La respuesta del organismo a los injertos, asi conigertos, sin embargo, su uso es problematico debido a la
la remodelacion de los materiales de injerto, est@orbilidad del sitio donador, cantidades insuficientes de
influenciada por muchos factores, tales como ahaterial y resorcion incontrolada. Se han buscado
material del injerto (con sus caracteristicas dalternativas a este tipo de materiales, que incluyen agentes
porosidad, rigidez, forma y tipo) y su microentornasintéticos como el fosfato de calcio o la Hidroxiapatita
(calidad del sitio en el huésped y ambiente mecaniddlA), y naturales como el hueso desmineralizado, el
local) (3, 9,21). colageno y la HA derivada de corales marinos. Estos
materiales son osteoconductivos, es decir, actian como
El hueso tiene potencial regenerativo, sin embargon esqueleto estructural que dirige los capilares, tejido
en cirugia ortopédica se requiere algunas veces de injer@sivascular y células osteoprogenitoras del huésped
o sustitutos del hueso que ayuden en la consolidaci@esde el hueso circundante y tejido blando hacia el interior
delinjerto (9, 14,16).

*Direccién para solicitar el documento
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Los materiales naturales pueden ser injertos des receptores superficiales de las células blancas. Esta
hueso y sus derivados. Los derivados de huestteraccion dispara una serie de eventos celulares que
incluyen colageno, componentes no colagenos y Igsueden influenciar los diferentes procesos de
componentes inorganicos del hueso. proliferacién y diferenciacién celular, sintesis de

) proteinas y produccién de matriz extracelular (22,
Los componentes no colagenos del hueso posesy 33) (véase Figura 2).

la clave para la regeneracion 6sea, son osteoinductivos,
contribuyen a la remodelacion del hueso por promocion | 4 PMO son reguladores pleiotropicos que acttian

de la produccion 6sea desde células en el sitio dgl, 1,4, |5 cascada de eventos que forman el nuevo
defecto. !Estei es_u(r;.fproces_o ;n el cual las Celu'ﬁﬁeso: guimiotaxis de células progenitoras, mitosis y
mesenqguimales inditerencladas s€ agrupan y fgarenciacion de condrocitos y osteoblastos. También

diferencian posteriormente en cartilago o en CéIUIaE‘Sstimulan la matriz extracelular uniéndose a sus

formadoras de hueso (osteoblastos). Est . DR
: o ; ; ( ) .8omponentes con remodelacion y resorcion 0sea.
diferenciacion es inducida y modulada por un compIeJP o e .
. . nician su actividad en los estadios tempranos de

de factores proteicos asociados con el hueso del

huésped y la matriz 6sea trasplantadigunas de cascada. Los condroblastos y osteoblastos pueden

estas proteinas han sido identificadas y son conociday formados ya sea de células determinadas, las

como Proteinas Morfogenéticas Oseas (PMO)cuales no necesitan una sefial para comenzar a formar

osteogeninay otros factores de crecimiento (6, 7,21 ; hu'eso y las no determinadas que son ceélulas
(véase Figura 1). Inducibles (19, 22,25).

El primer reporte de osteoinduccién usando hueso L@ PMO estimulan la actividad y formacion de
desmineralizado, se ha atribuido a Senn (4, 5,27) quiG{€SO €n sitios ectopicos u ortopticos, teniendo
en 1889 intent6 reparar defectos 6seos en pacienf&ividad condrogenica u osteogeénica; la actividad de
con osteomielitis cronica, usando implantes de huedduccion de hueso no es dependiente de especies.
tratados con &cido clorhidrico con el fin de promovepbteniendo un proceso de formacion osea (induccion
la antisepsia. Not6 rapida sustitucion del tejidgie osificacion endocondral o intramembranosa)
desmineralizado y osificaciéon de las area#hdistinguible entre PMO recombinantes y aquel
defectuosas. La induccion de hueso fue mostradgrado por extractos derivados de hueso (2,12,15).
claramente en 1965 por Urist (15, 18,21) quien observé
que después del tratamiento del hueso con &acido La ausencia de propiedades osteoinductivas y
clorhidrico 0.6 N y la implantacion subcutanea @steoconductivas en los sustitutos actuales de injertos
intramuscular de este producto desmineralizado, |&seos ha promovido la investigacion para desarrollar
células mesenquimales perivasculares eran inducidagevos productos, que puedan superar los sustitutos
constantemente a diferenciarse en condroblastosdgeos en la actualidad.
finalmente en hueso. Estudios posteriores de
purificacion de estas proteinas inductoras, derivadas La utilizacion de Factores de Crecimiento, entre
de hueso bovino resultaron en la identificacion dellos de PMO obtenidas a partir de hueso bovino, en
muchos miembros de las PMO (al menos unas Xombinacién con un cargador osteoconductivo (HA
moléculas). Los miembros de la familia PMO juegamle porosidad inducida) es uno de tales productos; ya
un papel critico en la regulacion del crecimientoque estos materiales complementarian sus
diferenciacion y apoptosis de varios tipos celularegaracteristicas actuando sinérgicamente, reduciendo
incluyendo osteoblastos, condroblastos, célulasl tiempo de consolidacion y reconstruccion de
neuronales y epiteliales. Inducen la formacién ddefectos 6seos.
hueso, cartilago y tejidos conectivos asociados con el
esqueleto (5, 21,23). El concepto de reemplazo 6seo utilizando

osteoinduccion es atractivo ya que el hueso inducido

Las PMGOson el mayor componente activo en ekesultante es enteramente autélogo y por lo tanto no
hueso desmineralizado. Son péptidos produciddsabria morbilidad del sitio donador ni limitaciones por
localmente por los osteoblastos, regulados patisponibilidad, o cantidad del material de injerto
mecanismos endocrinos. Se encuentran distribuidasiglizado (8).
lo largo de las fibras colagenas del hueso normal, en
células periosteales y mesenquimales de la médula La finalidad de este estudio es extraer proteinas
0sea, mediando los eventos celulares, pegandosenarfogenéticas parcialmente purificadas de hueso
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bovino, que posteriormente puedan ser utilizadas conpdd de la solucién. Se tomaron 50 g del material para
material osteoinductor en injertos 6seos en combinacida prueba de Absorcion Atdmica (determinacion de

con otros biomateriales (fase Il, fase Ill). Calcio).
Materiales y métodos El acido clorhidrico extrae los fosfatos de calcio
solubles en el 4cido, aminoéacidos, péptidos y otras
Preparacion del hueso sustancias de bajo peso molecular. Los minerales del

Se utilizaron 3 kg de hueso fresco de bovino (huedaieso son solubles en acidos organicos (HCI), sin
cortical), obtenido de un matadero, refrigerado en hieldigestion de los componentes proteicos no colagenos.
seco (-40°C). Se elimind el tejido blando y méduld.a concentracion de &acido usada para la
Osea, se lavdo con abundante agua destilada a 4§€smineralizacion se encuentra entre 0.1 y 1.0 M
para remover la mayor cantidad de residuos. El huesgendo la concentracién mas adecuada para este
se congelé luego de la limpieza, para evitar lprocedimiento la de 0.5 M.
desnaturalizacion de las proteinas y facilitar el proceso
de molienda. Solubilizacién del colageno

A la muestra se le adicioné una solucion de Cloruro

Los huesos se trituraron hasta obtener particulae Calcio (CaG) 2M y &cido Etilendiaminotetracético
de aproximadamente 1mm (Molino de cuchillagEDTA) 0.5 M por 12 horas a 4°C, con agitacién
Thomas-Willey madulo 4, Philadelphia, Pennsylvaniajpermanente, filtrando luego con papel Warthman N°
ya que a menor tamafio de particula, mayor area dey se tomaron 5 g para la prueba de Van Gieson.
superficie de contacto con los reactivos, acortando el
tiempo de exposicion a la reaccion acida durante el El (CaCl) es una sal que convierte el colageno
proceso de desmineralizacion, disminuyendo asi, f@seo en gelatina permitiendo una rapida separaciény
posibilidad de destruir los péptidos bioactivossolubilizacién de las PMO, facilitando su extraccion.

responsables de la induccién de hueso. Las proteinas no colagenas solubles en agua,
sialoproteinas, proteinas plasmaticas y fosfoproteinas
Extraccion de lipidos fueron extraidas por conversion simultdnea de la mayor

Se tomaron 1678 g de hueso molido, que fuergparte del colageno a una gelatina de matriz 6sea
lavados con una mezcla de Cloroformo - Metanol (1:lipsoluble. Obteniéndose asi un material mas purificado,
durante 6 horas, con agitacion permanente, padisminuyéndose la posibilidad de reacciones adversas
facilitar la separacion de lipidos. Posteriormente sal momento de laimplantacion.
filtr6 y se dejé secar a temperatura ambiente. Se
tomaron 50 g del material resultante para realizar Bxtraccion de PMO
prueba de Soxhlet y verificar que no hubiera grasa De la gelatina de matriz 6sea insoluble se tomaron
residual. 504 g para extraer las PMO solubles del colageno.

Se utilizaron 4 litros de una solucion de urea 6M /

El Cloroformo y el Metanol son solventes organicoCaCl 0.5 M/NEM (N — etilmaleimida) 1 mM /
que disuelven los lipidos separando las moléculasBenzamidina HCL 0.1 mM. atemperatura ambiente
ocupando los espacios sobrantes. El Metanol conviep@r 24 horas (1 Litro de cada uno). Se filtr6 la solucién
las grasas naturales presentes en esteres y glicesan papel Warthman N° 1. Se dializ6 (membranas
siendo estos solubles en agua y el Cloroformde dialisis) contra agua destilada por 3 dias a 4°C (2
desalcoholiza la suspension. Con este procedimientambios de agua por dia). Cuando el material de las
se controla la alineacion de las moléculas en ldsolsas se gelificaba se calentaba entre 30 y 35°C.
membranas celulares, conservando asi |d8l material que quedaba en las bolsas de didlisis se
caracteristicas de la molécula sin cambios estructuralesntrifug6 a 10.000 r.p.m. para obtener un precipitado,
anivel celular. el cual se lavé con agua fria a 4°C y se liofilizé (11,

28, 29).
Descalcificacion

Se utilizé una solucién de &cido clorhidrico (HCI) La solucién de urea 6 M/Caf.5 M extrae las
0.6N durante 6 horas (25 meq HCI por gramo d@MO solubles del colageno, lo que también se logra
hueso), con agitacion permanente. Se filtro el materipbr medio de la utilizaciéon de Guanidina-HCI. En
con papel Warthman N° 1, se lavé con agua destiladstas soluciones se han utilizado diferentes inhibidores
a4°C paraeliminar el exceso de &cido y estabilizar de proteasas como son N-etilmaleimida (NEM), acido
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iodoacetico (IAA), fenil-metil-sulfonil-fluoride Pruebas de verificacion del procedimiento quimico
(PMSF) en diferentes concentraciones segun #evado a cabo para la extracciéon de PMO de
procedimiento a seguir (10,13, 24). hueso bovino
1. Prueba de verificacion de grasa (prueba de

Las proteinas no colagenas son extraidas del huesoSoxhlet). Metodologia utilizada: Extraccion con éter
desmineralizado bajo condiciones disociativas, de petrdleo, mediante calentamiento moderado.
poniendo en contacto el hueso con un liquido acuoge Determinacién de calcio. Metodologia utilizada:
de extraccion que separa las uniones idnicas y solubiliza Cuantificacién por absorcion atomica
las proteinas no colagenas. Esta extraccion se real®a Prueba tincién de Van Gieson.
bajo condiciones que inhiben la digestion o* Electroforésis en gel de poliacrilamida- dodecil
desnaturalizacion de las proteinas a extraer. sulfato sodico. (véase Figura 3).

Hay que destacar la importancia de los diferentes Resultados
lavados con agua deionizada a 4°C, ya que asi se . i
disminuye la posibilidad de la desnaturalizacién de las D€ 1S muestras de hueso analizados se obtuvieron
proteinas, se eliminan los residuos de los reactivosloé siguientes resusitados:
remueven detritos celulares y particulas sélidas,

ademas estabiliza el pH de la solucion. Contenido de grasas 0.556%, contenido de calcio

12.69%. A la tincién se observé material eosinofilo

(sin confirmar la presencia de fibras colagenas).

El procedlmlentq,de filtracion es dfa vital |mportanC|aPrueba BCA (Cantidad de proteinas presentes en la
para la recuperacion de las proteinas ya que por Su

baio peso molecular pueden perderse facilmente muestra): 1867ug/mL. La determinacion de los pesos
0P P P " moleculares se hizo por electroféresis en gel de

Poliacrilamida-dodecil sulfato s6dico. Se observaron
oteinas con rangos de peso molecular entre 18 y
0 KDa, (véase Figura 4).

Para la obtencién de un producto de buena calid
bacterioldgica fue necesario trabajar con estrict
condiciones de esterilidad (cAmara de bioseguridad),
después de la desmineralizacion con el acido, ya que | 55 resultados obtenidos en la presente
con este procedimiento se elimina contaminacié[hvestigacién concuerdan con los hallazgos
bacterioldgica y viral y se obtiene un productQuncontrados en otras investigaciones (2, 17 ,26),

practicamente esteril. indicando que el material obtenido contiene proteinas
_ o . con pesos moleculares aparentes entre 18 a 120 KDa.
BCA (Acido Bicinconinico) (véase Tabla 1).

La prueba BCA de PIERGEs una formulacion
detergente compatible, basada en el acido bicinconinico
(BCA) para la deteccion colorimetrica y cuantificacionrapla 1. Pesos moleculares encontrados en otras
total de proteinas. investigaciones

L L . . Autores Afio Especie Peso
Electroforésis en gel de poliacrilamida- dodecil P

sulfato sédico (SDS-PAGE) Molecular

Se utilizaron 30 ug/mL de proteina que fue aplicad@shby Eric et al (2) 1996 Bovino 20-40 KDa

a un gel de 12.6% con un 3% de Stacking gel a lizabeth W t al(32)1988 Bovi 16.18.30 KD
mA. Los geles fueron tefidos con 0.25% de Azu lzabeth Wanget al(32) ovino 26,55, a

brillante de Coomassie y Plata. Para la determinacidi{deki Mizutani.etal(17)1982 Bovino 12,15,17,34

de los pesos moleculares aparentes se utilizaron los y 65 KDa
siguientes estandares: miosina, 217.000; BMarshall Uristetal(26) 1982 Bovino 12-68 KDa
galactosidasa, 126.000; albimina sérica bovina, 73.00%]janen, et al(31) 1996 Rata  15-55Kda

anhidrasa carbonica, 43.500; inhibidor de tripsina dgyxsanenet al (17) 1998 Canino 4-120 KDa
soya, 31.600; lisozima, 18.000; aprotinina, 7.500.

Liofilizacion _ _ Procesamiento del material.Luego de la

Es la desecacion efectuada a baja temperaturaylienda se adicioné una solucién de Azida de Sodio
con vacio, de un producto previamente congeladfjaN,(5mmoles/L) al agua deionizada y destilada para
logrando la sublimacion del hielo bajo vacio. facilitar la limpieza de sangre de los canales vasculares.
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Extraccion de lipidogdeterminacion de grasas) fundamental en la estructura secundaria de la proteina
mediante el método de Soxlh&e obtuvo un como desenrrollamiento, pérdida de puentes de
porcentaje de grasas del 0.556 (5mg/100g) La cantidaidrogeno, pérdida de secuencia especifica de
de lipidos presentes en la muestra es muy baja, pordminoacidos y pérdida de forma molecular destruye

tanto, no se afecto el procedimiento quimico deforma caracteristicay con ello la actividad bioldgica
obtencion de PMO. especifica.

Los lipidos interfieren en la estimacion precisa de glectroforésis
la concentracion de proteinas en la prueba de BCA. | 55 resultados obtenidos en la presente

Por lo tanto, aunque la cantidad de lipidos presentﬁ?\/estigacién concuerdan con los hallazgos

es baja, pudo haber interferido en la cantidad dg,conirados en otras investigaciones, indicando que
proteina encontrada. Se obtuvieron 1867ug/mL d§ material obtenido contiene proteinas con pesos

proteinas lo que podria indicar que la cantidad OVﬁoleculares aparentes entre 18 a 120 KDa. (véase
proteinas por mL puede ser aun mayor. Tabla 1)

Para llevar a cabo una extraccion de lipidos
completa se sugiere realizar al menos un cambio de la
solucion cloroformo-metanol.

Discusion

Hay que tener en cuenta que en la extraccién de

Determinacion de Calcio (Absorcién Atémica proteinas morfogenéticas parcialmente purificadas de
del Calcio) hueso bovino fase |, no se identificaron las proteinas

Se determin6 que la muestra enviada tenia un 1269MoO tal; solo se obtuvo una estimacion de sus pesos
de calcio (12g/100g). La descalcificacién al no sefoleculares, ya que los equipos y materiales para lograr

completa, afecta la cantidad de proteina extraida &f@ completa identificacion de las PMO son de costos
el procedimiento quimico, impidiendo su liberacién. Muy elevados y de dificil consecucion (obtencion de
anticuerpos especificos que reaccionen ante las

proteinas obtenidas y equipo especifico para su
FAMILIAS purificacién y caracterizacion total).

|
v v v v

EGF PDGF T@F- FGF Celula
F.C. epidérmico F.C. derivado de plaquetas F.C. transforflante.C fibroblastico B
PiviCr

- CELLILA HASE
S TECBLASTHCA
i ilim et
Activinas PMOs Inhibinas

v v v v v v o PREO |
PMO -2 PMO -3 PMO - 5 PMO-9 PMO-12 (GDF-7) PMO-11 CONDRE T
PMO -4 PMO -3b (GDF-10) PMO-6 PMO -10 PMO - 13 (GDF - 6) GDF -8 mh

PMO -7 (OP - 1) PMO - 14 (GDF - 5)

PMO - 8 (OP - 2) '.I'L'.I-'h FRE-DBE I

de | ; LA TR
Figura 1. Diagrama de las Proteinas Morfogenéticas 2
gura . 2ed - . genst MUSCULD ~,  FBROBLASTO N
Oseas identificadas Cada familia consiste de mdltiples G o
factores de crecimiento relacionados genéticamente, que “:E"! B
son producidos por diferentes tipos celulares. Las PMO ADPOCTTO
han sido agrupadas segun la homologia de su secuencia O TEHEAS T

de aminoéacidos.

Figura 2. Diferenciacién celular mediada por PMOs

Las PMOs actuan en las células base indiferenciadas, asi como

en estados posteriores en la diferenciaciéon de osteoblastos.
Solubilizacién del Colageno

La presencia de cantidades minimas de material
eosmoﬂlo,_muy fragmentado, sin estrl_Jctura alatincion Se sugiere para optimizar el procedimiento quimico
de Van Gieson no produce reacciones adversas @l yesmineralizacion del hueso, realizar por lo menos
serimplantado, debido aque la actividad bioldgica dg, cambio de la solucién HCL 0.6N y asf evitar que el

una proteina depende de su secuencia especifica,d§ctivo se sature y disminuya la velocidad y el grado
aminoacidos y de su forma molecular, cualquier cambige reaccion



144 Rev Col Cienc Pec Vol. 16: 2, 2003

e — y se aumenta o se disminuye el nUmero de estos segun
‘ el grado de purificacion que se requiera (11, 26,30).
Los resultados sugieren que la actividad
v con ccon e oS osteoinductiva esta asociada con las proteinas de pesos
moleculares aproximados entre 12 KDa y 50 KDa.
Si_Presencia de grasas
,A (Froeha e SOCLED Los injertos que contienen PMO pueden
‘Descalmflcar con 0.6N HCI (25 Meq/g hueso) por 6 Horas ..
S reemplazar en un futuro cercano a los autoinjertos
<} Duteminacon d Cabi empleados convepuonalme_nte en la reparacion de
grandes defectos Gseos, lesiones osteocondrales, no-
oy Sz e union de fracturas 'y fusior_n::‘s espinales, por aceleracion
) del proceso de formacion de nuevo hueso. Las
s _ implicaciones de estas investigaciones son inmensas,
Tinelon de Plrofucsina de Yan gieson ya que el cirujano puede usar un implante de tipo

— — estructural (andamio) como la HA'y con la ayuda de
6V ureal0 5M CaGr VI NEM (v etmmremcso i semamidna ol a-cpor2anofss 12S PMO promover el crecimiento de nuevo hueso en
un tiempo considerablemente reducido (1). La HA

Didlisis con agua a 4°C por 3 dias (3 cambi_os dglagua por dia) se calentd el retenido cada due ocurriﬁSta,- proporCIOnando Sus propledades OSteocondUCtlvaS’
Se centrifugéyse?:\?gcealcgr)gxl:ipitado con agueCa 4 ] mientras que IaS PMO eStén proporCionandO Ia.S

Determinacion del peso molecular propiedades osteoinductivas. El éxito de su aplicacién

Elecroforesis en gel de Poliacriamida - dependerd de la produccion de suficientes cantidades
<} de PMO y el desarrollo de un sistema de liberacion

conveniente para este factor osteoinductivo.

Figura 3. Diagrama de flujo del procedimiento de

obtencion de PMOs Resultados Estandar

% KDa (Unidades Moleculares)

Se pierde un importante porcentaje del peso inici:
del hueso (relacion 60:1), pasando de 3 kg a50g
momento de la liofilizacién, pero con 2 mg es suficient
para inducir la formacion de hueso lamelar en ul
periodo de 8 semanas. i—43.5

La bibliografia no indica rendimientos obtenidos er
cada uno de los pasos, solo cita la cantidad de hue
utilizado en la molienda y en algunos casos la fraccic
final de PMO obtenida

Las PMO se pueden obtener tanto por métodc
enziméticos como no enzimaticos y por medio di
técnicas recombinantes; a pesar de los avances [Egura 4. Patrones obtenidos en la electroforesis en
las técnicas recombinantes para la producciéon déel de Poliacrilamida PAGE - SDS
PMO, los mejores resultados clinicos, de hecho, se
han obtenido con PMO de procedencia humana o
animal, ademas la poca disponibilidad de productos Se deben realizar otros procedimientos quimicos
recombinantes hace necesaria la continuacion depara la extraccion de PMO parcialmente purificadas,

investigacion con diferentes extractos de protein&si como de otras especies animales, con el fin de
purificadas. optimizar el procedimiento para la utilizacion de estas
en el campo de la Medicina Veterinaria y Humana.
Se han reportado diferentes métodos de obtencion » o
de PMO parcialmente purificadas, en los cuales se b@ comprobacion de las caracteristicas
utilizan diferentes reactivos para la extraccién de I&Steoinductivas de las PMO, asi como su grado de
proteinas, se cambia el orden de algunos de los pab%€z2 Y rendimiento, solo es posible al momento del

: et
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andlisis histolégico posterior a su implantacion en uproteinas en un modelo experimental lapino (fase Il),
modelo experimental lapino, ya que segun estudiogrificando sus posibles caracteristicas
previos 1 mg de proteina parcialmente purificada cuandsteoinductivas, las que favorecen tanto el tiempo
es implantada en un defecto éseo, causa la produccida formacion ésea como la calidad y cantidad de
de aproximadamente 1 g de hueso (17,27,31). hueso neoformado y posteriormente puedan ser
mezcladas con HA porosa para comprobar su accién
Se esperan los resultados del ensayaivo, el  sinérgica en la consolidacion y reconstruccion de
que se realizard implantando subcutdneamente ldsfectos 6seos (fase lll).
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Summary

Osseous graft - New alternative. Phase I.
Extraction of partially purified bone morphogenetic proteins from bovine bone.

The purpose of this research was to extract from bovine bone and through physical and chemical
procedures, Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) partially purified, with high-quality osteoinduction
characteristics, low antigenicity and high bioavailability. These proteins will be utilized as bone graft
material. The procedure was performed through five basic steps: Milling the bovine bone, lipid
extraction, demineralization, collagen extraction, obtention of the protein fraction. These steps were
verified respectively through the following analysis: The Soxhlet method, Atomic Absorption for
Calcium determination, Van Gieson Pycrofucsin Stain., Polyacrilamide Gel-Electrophoresis-Sodium-
Duodecyl-Sulphate (PAGE-SDS). BMPs patrtially purified were obtained through Polyacrilamide
Gel-Electrophoresis-Sodium-Duodecyl-Sulphate (PAGE-SDS., with molecular weights between 18 -
120 Kda, mainly bands at 18, 24, 34, 68, 72, 90 and 120 KDa, This material was lyophilized, packed
and stored in a vacuum sealed narrow-neck bottle for posterior use.

Key words Biomaterials, Growth Factors, Osteoregeneration.
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