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INTRODUCCION,

LIOFILIZACION.—Método de Flosdorf y Mudd, de congelar rh-
pidamente una sustancia a una temperatura muy baja, luezo deshi-
dratacion ripida al vacio de Ia masa congelada (1).

La desecacién por liofilizacion es hoy la forma mis moderna que
existe, basindose en la deshidratacion por congelamiento y alto vacio.

E! término de “LIOFILIZACION DE HUESO”, no esta correcta-
mente aplicado, porque la palabra liofilizacion que viene del griego fi-
cilmente soluble, es aplicable a sustancia solubles en agua, siendo el
hueso una sustancia no hidrosoluble. Se seguird en este trabajo emplean-
do el término de liofilizacion de hueso para mo cambiar econceptos e
ideas arraigadamente familiarizadas con el proceso seguido semejan-
te en todas las demis sustancias solubles, El término correcto seria:
“Desceacion de hueso por alto eongelamiento y alto vacio”, que este
mismo procedimiento aplicado a sustancias solubles se llama con pro-
piedad: “Liofilizacén”; seguiremos lamando ya con conocimiento de
no propiedad : “Liofilizacion de hueso”.

La experimentacion en el problema de la preparacion y conserva-
cion de sustaneias biologicas, iniciada en lo que respecta al plasma y
sueros desccados por el congelamiento y alto vaeio, ha permitido sin
lngar a dudas aleanzar una solueion defintiva y tiene hoy en dia en
Ia prictiea de la clinica y cirugia, una basta aplicaeion,

Tomando en enenta los éxitos sumamente importantes y favorables
obtenidos en el empleo del plasma, suero, antigenos, vacunas, antibid-
ticos, sustancins quimieas, ete,, liofilizadas; hemos experimentado este
mismo procedimento en hueseos, es deeir, ane las iltimas adquisiciones
de importancia en lo que se refiere a la obtencién de sustancias biol6-
gicas liofilizadas, hemos podido aplicarlas al hueso después de una se-
rie de experiencins y cnsayos.

La finalidad. de este trabajo es eontribuir a poner en conocimien.
to los procedimientos perfeccionados que nos han permitido obtener
hueso totalmente deshidratado, y que después de reintegrarles los li-
quidos que han sido eliminados, conserven nuevamente todas sus pro-

piedades o cfectos biologicos sin Negar a sufrir modificaciones de im-

portancia. Las explicaciones e’ indicaciones a considerar sobre las ex-



periencins efectuadas en hueso de conejo ¥ hueso humano, he de devir,
que no pretendo que hallan aleanzade a ser completas sino con esto
queda habierto un basto campo de experimentacion en la liofilizacion
e hueso, para su conservacién ¥ la formacion de los nueves bancos
de hueso liofilizado. Pero ya se puede emitir un juicio definitivo; “Si se
puede liofilizar bueso™, lo mismo que la finalidad terapéutica de los
injertos homdlogos y heterdlogos de hmeso liofilizado,

Este trabajo se complementa en su parte bioldgica aplicada pricti-
¢a con la tesis del compaiiero Crisdlogo Garza Chapa, con quien in-
_jertamos en concjos los hnesos por series de horas de liofilizaeidn con
resultados positives favoerables,




HISTORIA.

La evaporacién del agua en temperaturas bajas y en el vacio pro-
duciendo congelacidén seguido poer sublimacién del hielo es tan viejo
que Willian Hude Wolleston (3) fué apologético presentindolo en la
sociedad real de Londres en 1813, no obstante la demostracion de Wo-
Aestron tiene mas interés historico por su simplicidad y claridad de-
mostrando la relacién del vapor de agua a la temperatura bajn y el
~ofecto refrescante de la evaporacion.

El profesor Joan Leslic (6) en 1850 usé un ingenioso recipiente
de superficie extensa eon dcido sulffirico eon el propdsito de absorver-
le el vapor producide a la sustancia desecada, también nsdé como sus-
tanein desecante el sulfato de eal anhidro.

Ehvlich (3) pudo comprobar gque los sueros y algunos tipos de va.
cuna desceados en ambiente con dcido sulftivico, conservan estables
sus propiedades biolégicas. :

Martin (8) 189 del Instituto Pastenr de Paris, ided un aparato
espeeial para poder deseear sneros y otros produetos biolégicos en una
atmosfera caliente entre 37 grados C., a 40 grados C.

En 1911 Harris ¥ Schakell (7) demuestran que los sueros y otras
sustancias biologieas pueden ser conservados perfectamente al estado
congelado v ensayan procedimientos cspeciales,

Mis tarde 1918 F. Bordas y en 1919 Burrows y Cohn, (3) preco-
nizan métodos para descear productos bioldgivos. Afios mis tarde A,
Rodet, Sartory, Schreffler y Kertner, (3) aplican procedimientos nue-
vos para deseear suero normal, aplicando el Pentéxido de fosforo como
materia desceante,

Por mis de 50 afios se utilizd ¥ aiin se sigue usando en muchos
lnboratorios la desecacion elisiva de sustaneins biologicas bajo ia eam.
pana neumitica o en el aparato de Scheyler, y en presencia de dcido
sulfﬁriéo, dcido metafostérico, elorure de enleio o de cualquier otea
sustaneia quimicn deshidratante,

En 1935 se adguirieron nuevos métodos de deseeacién: Flosdortf
¥ Mudd (2) estudian las propiedades del plasma humano liofilizado ¥
~mas recientemente en 1944 el norteamericano Strumia y colaboradores




Me. Claw, Reichel, Wagner, Managhan y Folson, (3) introdueen novi-
cimas téenicas para deseear por el congelamiento y el alte vacio, el
plasma y swers humano, enya aplicacién ¥y uso se ha ide ampliando
hasta erear verdaderos bancos de plasma y suero liofilizado. La dese-
cacion de sueros ha tenido una importancia prictiea muy grande, no
solo desde el punto de vista terapéutico, sino como método de conser-
vacion de todas clases de suero anti, en partieular en sa aplicacién den-
tro de la medicing dada ln gran difusion del empleo de dichos sueros
en la terapéutien moderna,

Respecto al hueso, hasta hoy en América no se ha hecho ningin
trabajo de liofilizacion, tengo comunicaciones de centros de investiga-
eion de diferentes partes de In Amériea donde hacen notar gque hasta
ahora no han hechos ningim teabajo relacionado a lofilizacion de
huexo,

Tomando como base los procedimientos indieados por los diferen-
tes autores meneionados, combinando e introduciendo modificaciones pa-
ra poder adaptavias al hueso, hemos (13) podido obtener hueso Hofi-
lizado, es decir, en un estado fisico tal que los hace completamente
. inalterables, siendo su conservacion tedrica; indefinida, a juagar por los
resultados obtenidos hasta ahora ¥ su conservacién con garantia 1007
para fines terapéuticos, de ailes, ' '

o By e



MATERIAL SUSTANCIAS Y METODO.

Bste estudio se practicé en conejos, por ser esta especie animal la
que wmis se presta para trabajos experimentales, por su niimero, costo
por anidad, facilidad de manejo, alimentieion, condiciones de vida y
desarrollo. '

Lo desecacion de-los Buesos al estado liofilizado requiere sin lu-
gar a dudas la instalacion de un equipo o de una planta liofilizadora
completa, reltivamente compleji y cuye funcionamiento exige conoci-
mientos y téenicas especiales, : '

EQUITPO DESECADOR Y StF FUNCIONAMIENTO.

La liofilizadora que deseribiré pertencce a los Laboratorios del Dr,
Zapata, fué armada por ellos eon fines experimentales consta de: 1).—
Una bomba productora de alte vacio, es decir, capaz de suministrar
sin interrupeion alguna, una presion de 0.1 a 0.5 mieréin de Mereurio,
La bomba debera extar en continua marcha hasta que se deseque totalmen-
te el hueso; cuando por cunlguier desperfecto se detenga lu marcha de
la bomba, la descongelacién del hueso sometido a la desecacion se ha-
ri de inmediato por falta de alto vacio, debiéndose de mievo comenzar
Ia operacion. Para coutrolar el vacio producido pr la bomba se hace
uso de un manémetro. Para evitar serios inconvenientes es necesario
emplear bombas de construecién y  garantins reconocidas. Esta bom-
ba por medio de tubos de 12 mm., de luz interna, de hule resistente o
de vidrio, se comuniea con la tubuladura lateral de las trampas o fras.
cos de Kitasato, ! :

2).—Tanques termos o cualyuier otro recipiente eonstruido en
madera o en chapa de zine ¥ que actie como terino o aislador del frio,
donde se colocaran las trampas o fraseos de Kitasato o condensadores
¥ que estin totalmente rodeados de una mezcla erioquimiea para I
congelneion de los vapores absorvides por la bomba de alto vaeio, para
que estos vapores absorvidos no Heguen a ln bomba vy obstruven su
funcionamiento, la mezela erioquimica deberd legar a una altura de
2 em., por debajo de la parte inferior del tubo de conexién eon la bom-
ba de vacio, Los tanaues termos deberin ser construidos de doble pa.
red, » contre estas debe existir un material que actie como aislador
como sustancias especiales, ln mezela de aserrin y corcho o lana de vi-
drio. Si son de madera conviene impermeabilizarlos eon una capa de
alquitran, pues la finalidad del termo es conservar la mezeln erioqui-
mica por espacios de varias hovas, Con vespeeto al tamaiio, al que se




uso, tiene ospaoif; para solo una trampa o fraseo de Kitasate,
3)—Trampas, o condensadores del agua absorvida, son frascos de
vidrio neutro resistente, redondas o alargadas aproximadamente de 2
litros de capacidad, con dos comunicaciones abiertas en su parte supe-
rvior, una superior vertical, para conectarse con los tubos de vidrio que
van & las trompas adicionales de tapones de hule bien adaptados, y
“otro supero-lateral que conecta con la bomba de alto vacio, Los tubos
de conexién de hule, zoma o de vidrio deberin ser amplios en su dia-

metro interno, para que la fuerza del vacio no tenga que veneer co--

dos y obsticulos, porgue determinarian una mayor resistencia a los
vapores v obligarian a la bomba a trabajar mis eon mayor dificultad
¥ con rendimiento menor,

4) —Trompas, que comunican eon tubos de hule, goma o vidrio con
la trampa, llevan apéndices en nimero variable, 6 a 12 por donde se

comunican con los fraseos que contienen el hueso a liofilizar por tubos

de goma de tamaiio pequeiio de 5 em.

5).—Recipientes o frascos de vidrio nentro o ampollas de vidrio
neutro resistentes a las bajas presiones, donde se congela y se someten
a la desecacién los huesos, estos fraseos pueden ser de distinto tama-
ito. ¥ capacidad segiin el large ¥ tamaiio del hueso a liofilizar. Para
" este trabajo se usaron frascos de vidrio neutre, euya finalidad era eon-

tener antibiéticos, de 25 ce,, de capacidad. Todos los frascos antes de

ser utilizados, deberan ser probados al alto vacio, lavados y esteriliza-
dos. .

También es necesarvio: una charola de acero inoxidable, de capaei-
dad variable donde se hace el congelamiento de los huesos que estin
dentro de los frascos; pipetas; soportes metilicos; matraz de 250 cc.,
con 200 de agua destilada estéril libre de pirégenocs, que ademis con-
tenga 200,000 wnidades de Penicilina sédica o potisica exclusivamente
eristalina, y un cnarto de gramos de dihidro-estreptomicina: (en susti-
tucion del agua destilada estéril se puede usar para posteriores inves-
tignciones, stero homéloge, figrindgeno ete. (13).

MEZCLA CRIO-QUIMICA.

La mejor mezela erioquimica empleada para producir temperaturas
bajas para congelar brusea y ripidamente los huesos que se van ha
desecar, es la que se prepara con etanol y anhidrido-carbénieo sdlido,
también llamado hielo seco; por tener la propiedad de no mojar los




cuerpos, de no dejur’ residuo alguno, aleanzar las temperaturas bajas
¥ conservar la temperatura baja por wds tiempo, hacer la congela-
¢ién mis rapida, produciendo desensos de —60 a 80 grados €. El an-
hidrido carbénico s0lido o hielo seco, tiene mucha aplicaciéon hoy en dia
v se e puede adquirir facilmente en el comercio. La mezelaeon el al-
cohol de-alta gradnacion produce desensos de temperatura comprendi-
das entre —80 & —85 grados €. En este liquido volatil, el hiclo seeo len-
“famente se va fundiendo econ produceidn de abundantes burbujas ga-
scosas, siendo la mezela snmamente fria y las manos del operador no
“pueden soportar semejante desenso, debiendo usar guantes espeeiales,

Existen otros diferentes medies de congelaeidon no usados en este
trabajo por no Nenar los requisitos necesarios eomo son: bajar la tom-
peratura brusea y ripidamente, aleanzar temperatnras muy bajas, 50s-
tener eza temperatura por mas tiempo, no dejar residuo, no mojar los
enerpos, no ser peligroso para ¢l operador. Entre estos’' medio tenemos
ol nso (le histo seeo sélo, hielo lmmedo solo, ¥ emv*vl:\doraq eléetrieas,
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Se pucede obtencr también una buena mezela crioquimien con una
aceion mis enérgiea, mezelando hielo seco con cualquier liguido veli-
til como es ¢l eter sulfiivico y el aleohol etilico; (3) eon este tltimo
“enerpo Hega a aleanzar temperataras muy bajas de —85 a —95 grados C.,
"o la presion. atmo»ferwa ordinavin 'y hasta —125 grados ¢, en-el vacio,
Con el eter sulfiirieo “aleanza tomporaturm de 05 a -100 grados C.,
mezeln que se eonoee con el mmbro de “Mezela ormqtmmea de Thi-
forier, (3) ‘

Y 'i‘ECN ICAS PREVIAS A LA LIOFILIZACION.

TOMA DE LA l\II'Ea’l‘Rz\ DE IIUE‘%O —De concjo de un eompl@-
to buen estado de salud, se hizo la toma con téenieas quirdrgicas gene-
rnles ‘coneidas, con rigurosa asensia y colocados en frascos con tapén
de hule reversible. A eada ‘conejo donador se le Hevd hoja de: control, des~
eribo tna:

. Conejo No, 1. A
Especie: Lepérido.
Raza:  Chinchilla. , S
‘Seéxo: - “ Macho. : o s R
‘Fdad: ' 18 meses. o [ E N
"Color: - Propio de la raza.




‘onstantes Fisiologicas: T. 385 R. 60 P, 120 C0
Peso: 2 kilos,

Alimentueion:  Alfalfa y salvado de trigo.

Antecedentes no patoldgicos:  Ninguno.

Antecedentes Patoldgicos:  Ninguno,

Examen clinico antes de la operacion:  Apaventemente normal.
Examen clinico durante la operacidon:  Aparentemente Normal,
Examen clinico de los huesos donados (tibla y témur): Apaventemen-
te Normal, ‘
Examen Neeroptico de las viseras v demis tejidos: Aparentomente
Norwal.

Didfisis del fémur dervecho: se tomaron 4 fragmentos en media enila,
Diifisis del fémur izquicrdo: Se tomaron 4 fragmentos.

Didfisis de la tibia izquierda: Se tomaron 2 fragmentos,

Diafisis de la tibin derecha: Se tomaron 2 fragmentos,

Cada frasco contiene un fragmento de hueso namerado en orden sueesivo,

Tiempo de b operacion empleado en la toma del hueso del donn-
dor: 1 hora. ;

Tiempo transenrrido entve la operacién v el comienzo de I liofili-
zneion: 3 horas (mientras menos tiempo transeurra en este lapso xerd
‘mucho mejor, porque estard el hueso menos tiempo en comunicacion
con el medio exterior y la temperatura ambiente traduciéndose eso en
mejor garantia de sy eonservacion y aplicacion terapéutiea).

Cantidad de agua destilada estéril libre de pirdgenos con antibid-
ticos adieionada a eada fraseo: 1 CC.

Tiempo de congelacion minimo preliofilizacion: 12 minutos.

Tiempo que durd la liofilizacién: se hicieron series de hueso a ca-
“da 12 horas hasta obtener hueso de 72 horas de liofilizacion.

Tiewpo empleado en tapar, hm-m- el vacio y troquelar cada serie:
3 minutos,

Tiempo en que eomienzan las observaciones subsignientes .. X...

Todas las operaciones se haecen bajo la limpara de rayos ultravio-
letas.

TECNICA SEGUIDA EN LA LTOFILIZACIOX’.

‘ Una vez tomada la muestra de hueso y colocada en su frasco con
tapon de hule reversible, se le inyectan o pipetean una cantidad de

agna estéril destilada con antibibticos a eada frasco, de manera que




al aeostarlo, el hueso quede completamente bafiado y dentro del agua,
ot este caso fud de 1 a 2 ce. La adieidon de agua al hueso, se haee con
el objeto de servir como medio para una mayer, mis rapida y mas
wiforme congelacion del hueso.

CONGELACION DEL HUESO PRELIOFILIZACION.

En una charola de metal (acero inoxidable) se colocan los frascos
contenicndo los hnesos, de manera que el gran eje del hueso quede en
linea horizontal para que la cantidad de agua dentro del frasco, baiie
to'o el hueso en su longitud ¥ en su grosor ¥ para que la mezela evio-
quimica tenga superficie mayor de aceién congeladora sobre el hueso.
Se vierte etanol en la eantidad suficiente como para cubrir mis de Ia
mitad del frasco gue contiene ol hieso, . agregiandose pequeiios trozos de
hiclo seeo, inmediatanente se produee un intenso burbujeo ¥ despren-
dimientos de abundantes vapores frios gascosos, ¥ al mismo tiempo la
mezela erioquimica va aleanzando temperaturas cada vez menores has-
ta llegar a los 10 minutes a una temperatura de ---80 a ---850C, Las sus-
tancias lignidas se congelan a los 8 a 10 minutos, el tiempo minimo
para los huesos fué de 12 minutos, Cuando se encuentra totalmente
congelado, es decir, que ha aleanzado el indice o punto ceritico de von-
gelacion total, fendmeno que oenrre euando llega a una temperatura
de -50 a -60 grados C., se ove un erujido caracteristico como si estallara
o rajara el vidrio, que en vealiflad es producide nada mis por la dila-
tacion y In expansion brusea de la masa congelada: se conoce también
por la formacién en el interior del frasco de Gna capa blanca de nieve.

Una vez que la mezela erioquimica ha sido empleada se espera gque
el aleohol vuelva a adqguirir la temperatira nornal, cosa que oeurre
a las dos o tres horas, se filtra a traves de pasta de amianto o tierra
de infusorios, se gunarda en un fraseo bien tapado cuidando de ajustar
bien el tapén porque el desprendimiento gascoso de anhidrido carbénico
es siempre abundante y eapaz no solamente de levantar el tapdn, sino
hacer estallar el recipiente. El aleohol filtrado puede usarse varias ve-

ces, agregandole trocitos de hiclo se vuelve a obtener la mezela conge-
lante (3). . ‘

El tiempo que tardan en congelarse las distintas substaneias biold-
gicas para congelarse y aleanzar su punto criosedpico y de congelacion
total en el mecanismo de preliofilizacion, dependen de una serie de fae-
tores y de consideraciones fisico-quimicas: existe nna relacién muy es-
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‘tricta ‘entre la concentracion molecular y el deseenso del punto de conge-
Tieidn o erioseé-pico de una substancia determinada; este fendmeno
‘tiene mucha importaneia enando se va a congelar substuancias para trans-
formarlas en liofilizadas. Los liquidos orgfinicos o laz emulsiones de te-
Jido que se descean wediante el c(mg('ldlmmm) y el alto vacio, poseen
nna presion osmotiea v un fndice erioseépico bajo, cuando mayor es
la proporcidn de clectrolitos v de pm'twulds disociadas que tienen en
“suspension. El doseonso del punto eriscdpies deé las substaneias biold-
‘gieas os siempre mo;mrmmml a la concentrazion de estas niismas subs-
tuncias ¥ de los enerpos eleetrolitos que countengan, se comprenderi
que ol punto de congelaeion del suero de los plasmas en general, de las
emulsiones bacterianas v de los tejidos vienlentos, dependen del con-
tenido de eleetvolitos: ol indice eriosedpico es entonees mis bajo de lo
que debiera ser normalmente, ya que por la disociaciin eleetrolitica,
"ol niimero de elementos criosedpico  esti también aumentados, en razén
de yue eriosedpicamente cada moléenla disociada da dos iones equiva-
Tentes a dos moléeulas. Bl grado de temperatura en que vomwnm la
vmwvhwmu de ung substancia orginiea se denoming “Indice o punto
eriosedpico” ¥ ol grado de temperatura a que termina la umgolnunn
‘se denomina “Indice o punte de congelacién total”, " Este fltimo fudice
_se conoce por el erujido earacteristico que produce la masa_congelada
dilatada y expandida. La concentracion moleeular segiin w dl,]o esta
‘en proporeién direeta con la temperatura de mn"olumwuto y con el
'hempo. Las solueiones flszolnwwas que con relnta\'a freuwnem se agro-
‘gan a lax vaeunas microbianas, virus, plasma o A los sum‘m, pam hamr
los miis liquidos e isoténicos, aumentan por lo quc se acaba de mmufew~
'mr el tiempo de congelamicnto. En efecto, ¢l hueso con agua destilada
o mejor atin bidestilada, se congela mucho mis ripido que el mismo

~ hueso en solucién fisioldgica; de ahi la importancia que juega el ve-

hicule que se emplee para suspender las substancias biolégieas. que han
de congelarse para después ser desecadas..

Cada substancia tiene su grado emosoupwo v de congelacion total
-y si bien es eierto que el soluto retarda el fenémeno de la congelacmn
no lo anula. También el grado de wnu-ntmemn de las m'otomas ¥ lml-
-dos ‘modifican uutableme-nte ‘el tiempo ¥ I temperatura de’ cong,ela-
inuento. Lo mismo ‘que la’ congelacion es mp&tz de modificar las rel.mo«
-nes Glubuhnn/albumma, en las (htprontes par es de las substmmae so-
‘metidas 4 la congelacion, I o S




Las substancias biologicas en general llegan a congelarse a —0.60

a —0.65 grados C. sin alcanzar nunca a 1 grado C. bajo cero. La tem-
peratura del lauido a congelar deciende prontamente hasta alcanzar
su indice erioscopico y cuando estd totalmente cougelado, la tempera-
tura de congelacion queda fija , es decir que se mantiene en su punto
eritico.

Factores que juegan un papel importante en el tiempo de congela-
cion: El Contenido en agua, sales minerales, substancias fijas,

El espesor de la capa de hns substancias a congelar, enanto mis del-
gada es, tanto mas rapido se obtiene.

El espesor de las paredes del recipiente de vidrio donde se conge-
la el hueso, cuanto mis delgada eos, mis pronto lega el frio a la capa
de la substancia a congelar,

Mientras menos se mueva la substancia a congelar, es mejor, a fin
de permitir un contacto prolongado de la substancia a las paredes frias
del recipiente. . :

Una vez que el hueso a liofilizar estd totalmente congelado ¥ ve-

ceile junto con el agua a una masa compacta, es decir, que ha alean-

ende su grado de congelacidn total, se coneeta a la fuersa eléetvica
la bomba de vacio, checandose su funcionamiento; en estas condiciones
¥ con la_bomba en marcha se vetivan los fraseos que contienen el hueso
de la mezela congelante, se lava por fuera eon aleohol, se seean a fin
de que el alechol evaporado, fornie una capa aisladora alrededor del
frasco y no pueda condesarse el vapor atmosférico, e inmediatamente
se ponen en comunicacion con los apéudices de hule de las trompas, la

. bomba sigue en marcha; estas maniobras se harin lo mis ripidamente
P
posibles para. evitar que el hueso se dewongelo Yy tenga gue comenzarse

de nuevo la operaeion,

En cuanto se produee el alto vacio necesario para mantoner eonge-
lada toda In masa del hueso a deseear, las paredes externas del frasco se
van cubriendo progresivamente de nieve, ox deeir de vapor de aguna
atmosférico condensado. Es entonces eunando. comienza la verdadera
deshidratacion del hueso y a medida que va perdiendo agua de cons-

" titueién, el vapor de agua atmosférico condensado sobre las paredes

del frasco se va licuando. Asi haciéndose el vaeio, permanecieron los
huesos: 12, 24, ete., hasta Hegar a tener de 72 horas de coutinua liofili-
zacion por 6 series de 6 frascos eada seric. Cuando ha llegado el térmi-
no de la deshidratacion total, fenémeno que oeurre como minimo entre
10 ¥ 12 horas, el frasco conteniendo el hueso ha perdido por comploto

.
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s eapa de nieve, se presenta seco v eon una temperautra igual a la
del ambiente. -

Un buen procedimiento para conocer si todavia pasa vapor de agua
del frasco que contiene el hueso a la trampa o frasco de Kitasato, con-
siste: en aphcm* durante un rato (1 minuto) sobre las paredes de este
filtimo un trozo de hielo seco, si pasa vapor de agua, por contaeto con
las puaredes frins del tubo de coneceitn, se condensa; si este fendmeno
no llega a producivse, se da por terminada la deseeacion,

Ne detiene la marcha de la bomba, se desconectan los frascos que
contienen el hueso lofilizado de los apéndices de hule de la trompa ¥
sapidamente se tapan con tapones reversibles de hule ¥ lo mis prento
posible se les hace el vacio con ung maquina aparte, introdueiéndoles
g aguja wruesa estéril, este vacio también ha de ser perfecto, todas
estas maniobras se harvin bajo la limpara de rayos ultravioleta; se tro-
yuelan y se etignetan anotando: No. del conejo donador, elase de hueso,
feeha de la toma, horas de liofilizacion, fecha de Hofilizueién, hora y
fecha en que comienzan las siguientes observaciones,

El tiempo que ex nevesario emplear para desecar completamente las
substanecias bioldgicas, para poder obtenerias al estado lofilizado de-
penden de una serie de factores;

1.—Coutenido en agua: eunanto menos agua de constitucién o do

sus]wmum tengan, nienos tiempo se emplea,

2 —Espesor del hueso, enanto menos espesor tenga el hueso conge-

lado, tanto mis ripido se lofilzari,

3. —Tamaiio, (largo y grueso) del hueso. Mientras mis grande os
el hueso mis tiompo tardari en Hofilizarse,

4—Mientras mis sublime es la substanein liquida adicionada al
hueso, tanto mas rapida serd la liofilizacion,

~ hi—Poder de. aspiracién y alto vacio gue produce la bomba. Cuan-
to mayor poder de aspiracién y mwias alto vaeio produzea la bomba,
tanto mis ripido se producied la deshideatacion,

ALTO VACIO

" FI alto vacio para poder lofilizar completamente es uno de los
factores de mis importancia. Solo es proporcionado mediante el tun-

cionantiento continno de ciertos aparatos especiales, es decir bomhas

aspirantes que permitan aleanzar presiones finales comprendidas en-
tre ol milésimo y el diezmillonésimo de milimetro de Hg (10-% y 10.7), Al
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comenzar su marcha debe producir un vacio que se denominara “Pre-
liminar” y una disminueién de la presion a ftin de poder aspirar los
gases encerrados en el frasco.

Los vacios finales que se obtienen con las distintas bombas son
los qagmentes :

Trompa de agua, vacio hasta 10 mm (10-'}

Jomba votativa al aceite de un cuerpo, vacio hasta 0.002 (2X10.%),
Bomba rotativa al aceite de dos cuerpos vacio hasta 0.00001 (10-%).
Bomba de difusion de vavor de mereurio, vacio hasta 0.000001 (10-%),
Bomba de difusién al aceite, vacio hasta 0.0000001 (10-7),
Lagnuir ha definido el alto vacio eomo: una presion ignal o menor

a i vacio proximo a 10-7 mm de mereurio,

En los EE. UL, para poder medir el vacio empleau como uunidad
C.G.8. A la barye, que es la presion de un dina sobre un em, cuadrado
pero con mas frecuencia se usa el milimetro de mereurio.

~ La relacién gue exicte entré la barve y el mm de mercurio es la
signiente: 0,001 nun de mereurio es igual a 1.342 barve. .

1 mm de mereurio es igual a 1.342 barye y 0.000743 mm de mereu-
rio es igual a 1 barye,

Caracteristicas de una buena bomba de vaelo:

1.—Capacidad para produeir una presion inieial o vaeio preliminar
a partir del mismo momento en que entra a funcionar,

2--Veloeidad de eapacidad para poder efectuar el vacio y presion
limite capaz de llegar cuando esta funcionando a sn miximo total de
vacfo,

3—Gran volumen de aspiracién,

4.-—Funcionamiento continno por large tiempo,

DIFERENTES ESTUDIOS DEL HUESO LIOFILIZADO

De ()onsor\'acmn
fios hinesos lofilizados conservados al vacio de eada serie de hm'a% ~
ﬂt‘ liofilizacidn, sé mantuvieron por espacio de 4 a 6 meses al medio
‘ambiente en lagar fresco, en un promedio de.temperatura de 16 grados
(. Resultados: todos se conservaron perfeetamente bien sin alteracio-
nes visibles tanto en invasion de gérmenes. formacion de eolouias, de
‘descomposicién, de hidratacién, injertindose en conejos vivos eon re-
sultados positives de fijacion y tolerancia total del animal.” ‘
Otros huesos liofilizados de eada serie seé conservaron por el mismo
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tiempo en el medio ambiente en Iugar ealuroso, temperatura media de
22 arados C.; y accion por horas de los rayos solares. Resunltados: todos
resultaron iguales al anterior, perfectamente bien.
Otros huesos liofilizados de cada serie conservados por el mismo
-

tiempo en refrigerador eléetrico con temperatura media de 2 a 7 gra-
dos C. Resultados: iguales que los anteriores.

ESTUDIOS EN COMPARACION CON EL HHUESO NORMAL FRESCO
DE HUESO LIOFIL!ZADO DE CADA SERIE DE HORAS DE
LIOFILIZACION

Maerosedpico.

a). Forma: todos los huesos de diferentes horas de liofilizacion con-
servaron integramente su forma primitiva, se tomaron los hnesos de
tibia y femur, las partes diafisiarias, convi rtiéndose en medias cafas de
la forma del hueso; esas mismas caracteristicas se conservaron después
de la liofilizacion en todas las series de huesos.

b).—Tamaiio.—De un largo de 2 a 3 em,, de un ancho de 1 a 114
em., de grosor natural, fue conservado integramente después de la liofi-
lizacion en todas las series.

"¢).—Color.—El color del hueso fresco es blanco, lizeramente amari-
liento de un matiz fijo y de color propio, después de la liofilizacién to-
das las series conservaron estas mismas caracteristicas, tal vez pueda de-
cirse que por la extraecion de los lipidos hacia el exterior de los huesos,
cstos manifestaron el mismo blanco, pero ligeramente aumentando el
amarillo,

d).—Consistencia.—El hueso fresco tiene una consistencia dura re-
sistente a la presion moderada y a un tiramiento, no facilmente rompible.
El hueso liofilizado de todas las horas es también duro pero quebradizo
a la presion y al tiramiento, es un cuerpo sec¢o poroso gue al tiramiento
se rompe en varios pedazos irregulares, al barreno presenté mayor re-
sistencia que el normal,

e).—Poder Higroseopico.—Como en la liofilizacién se extrajo toda
el agua de imbibicién y de constitucion, a manera de dejar una materia
seca, el hueso asi en estas condiciones tiene una gran.avidez por los
lignidos, hidratandose inmediatamente al cstar en contacto con la atmoés-
fera del medio ambiente. y sobre todo en los tejidos vivos se hidrata ri-
pidamente con el plasma, sangre, linfa del lugar del. injerto, volviendo
a las caracteristicas de un hneso fresco normal.
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ESTUDIO BACTERIOLOGICO

Flora del hueso liofilizado.—Es de gran importancia el control de
asepsia del hueso liofilizado, pues su finalidad es injertarlo en roganis-
mos vivos y debe de ir libre de cualquier clase de gérmenes.

Se tomd, un frasco con hueso de cada serie de horas de lofilizacion
conservados al vacio, en medio ambiente lugar calureso temperatura
media de 22 grados C. durante 4 a 6 meses; a cada frasco, en condiciones
de estricta asepsia se le inyveetd 5 ce. de caldo maltosa, agitindose de 2
a 3 minutos, se siembra ese caldo maltosa, poniendo 1 ce. a cada tubo de
ensaye conteniendo los siguientes medios, aerobios: 1).—gelosa sangre,
2).—ecaldo maltosa, 3).—gelosa triptosa, y wmedios anaerobios; 4).—tio-
glicolota de sodio, 5).—ealdo higado corazdn, 6.—y el propio hueso en
su frasco. Se llevan a la estufa a 37 grados C. observindose eada 12 ho-
ras, Resultados: a las primeras 12 horas no mostré ninglin medio nada
de desarrollo de cultivos de gérmenes, a las 24 horas, 36, 48, 60, 72, 84
horas que se dié por finalizado el exiimen, en ningiin medio de ningin
hueso de todas las series presentaban desarrolle de gérmenes, corrobo-
rindose que todas las manipulaciones del hueso desde la toma hasta su
conservacion, fueron asépticas, se lleva una seguridad absoluta de asep-
sin para los injertos en vivo,

MODIFICACIONES SUFRIDAS POR EL HUESO EN EL
PROCESO DE LIOFILIZACION

Lios eambios que se verifican en el hueso durante la liofilizacion se
agrupan en: 1).—modificaciones de orden Flisico, 2).—modificaciones de
orden Quimico, 3).—modificaciones de orden inmunoldgico, finalmente
pueden ser cousiderados como pérdidas de la actividad biolégica.

M()DIFIFCACIONES DE ORDEN FISICO

Se ha manifestado en lineas anteriores que la substaneia liofilizada
se caracteriza por presentarse al eximen microsedpico perfectamente
seca, porosa. Cuando esta completamente deshidratade, es decir que el
agaa de constitucién ha sido totalmente climinada por el congelamiento
v el alto vacio, conservan eompletamente bien su forma y no como los
produetos biolégicos que se reducen a polvo fino o escamas de regular
tamaiio, la trama dOsea es bastante resistente conservando su dureza des-




pués de liofilizado. Ni afin agitando perfectamente el frasco que contiene
el hueso liofilizado no es posible hacerlo cambiar de forma o estructura.

Respecto al color de la substancia dsea liofilizada se dird que debi-
do a la eliminacién del agua el color se aeentita un poco dando un matiz
fijo amarillo blanguisco.

Observando el hueso liofilizado con mayor anmento, se presenta co-
mo una masa merfa, sureada por innnmerables trayectos o poros, deja-
dos por el agua evaporada, otras veces y otras elases de huesos toman el
aspecto de esponjoso,

En to que respecta al pH, con la deshidratacién se hace mis alealino
que el normal, en la mayoria de los huesos, liofilizados nos dié6 un pH
promedio de 7.8 a 8. con la reineorporacién de agua destilada o mejor
afn bidestilada, plasma, o sangre direeta en el momento del injerto, el
pll vuelve a la normalidad es deeir al punto inicial.

L carga eléetrica como la conductibilidad desaparece totalmente del
hueso liofilizado y con el agregado de agua dibestilada, la carga clée-
triea y el punto isoeléetrico de las proteinas o vuelve hacer el mismo
s¢ ha constatado siempre una disminucién de los mismos.

MODIFICACION DE ORDEN QUIMICO

En general la eonstitueién gquimica es estable, una vez que han sido
privados en absoluto del agua de constitueion. La deshidratacién) del
hueso mediante el congelaminte ¥ el alto vacio hace concentrar netable-

“mente a todos los elementos orginicos y minerales al punto ane, se pre-

sentan entonces como una masa seea porosa. La mavoria de lsx substan-

. cias quimieas que se encuentran constituvendo el hueso estan como se
. sabe al estado coloidal ¥ son hidrdfilos, tienen la propiedad de fijar el
agua, lo que equivale a decir que son facilmente hidratables y pueden

adquirir nuevaniente sus propiedades coloidales una vez que se han. in-
corporado los liquidos necesarios y compatibles con los fonomenm fisico-

gquimicos vitales,
El agua de imbibicién coloidal tan necesaria por cierto para el cum-

- plimiento de todos los procesos vitales, puede eliminarse por completo

de la substancia orginiea y minerales y pueden nuevamente mcorpumr* )
se a todas las substancias liofilizadas. -

El ethbrto osmdético, la absoreién, la reversibilidad, la lmblblcnon.
la tensién superficial, la carga eléetrica, el proceso de la preeipitacién -
v de la floculacién v otros fendmenos mis de orden fisico-’qnvimicq, LT
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vuelven a poner de manifiesto en los huesos que habiendo sido litiliza-

. dos se les reintegran sus liquidos normales,

En lo que se refiere a las proteinas contenidas en los huesos lofili-
zados no sufren modifieaciones quimicas, Su. concentraeién, clarve esti,
aumentada en el hueso liofilizado, pero al agregarse los liquidos en vo-
lumen igual a la eliminada en la deshidratacion, ol tenor vuelve a la
normalidad.

Los dcidos aminados, los polipéptidos, el nitrégeno total y no pro-
téico, no se modifican tampoco. Si se hace un dosaje de todos estos com-
puestos quimicos antes de la liofilizacién y otro despuds se verd gue son
ienales ¢ idénticos,

La glucosa y otros hidrates de carbono, disminnyen en los huesos
liofilizados. El congelamiento v la desecacion pareee ser gue actiian ¢como
agentes glicoliticos y a la disminueién de la glucosa, sigtie un anmento
del deido lietico. ‘

La adicién de glueosa a las substancias biolégicas que se van a liofi-
lizar se ha ecomprobade que aumenta el tiempo de conservacién sera bue-
no que para las proximas investigaciones se haga esto con el hueso.

Lios lipidos se mantiencn perfectamente estables sin sufrir ningin
ceambio. El colesterol, la lecitina, las grasas totales neutras, los fosfoli-
podos, los ¢erebréeidos, ete., en los dosajes que se han efectuado antes y
después de la liofilizaciéon han resultado sensiblemente iguales.

En lo que respecta al sodio y al potasio si sufren cambios quimicos
evidentes, la deshidrataciéon modifica no solamente su coneentracién sino
también su estado quimico. .

El calcio y el magnesio no sufren modificaciones econ la desecacion
su tenor se manticne igual, tanto cuantitativa como cualitativamente,

~ lo mismo, puede decirse del fosforo.

Desde el punto de vista quimieo y de una manera general se puede

-~ deeir que los huesos liofilizados no alteran sus propiedades quimiecas ni

sufren cambios de importancin, Los componentes quimicos tienen practi-
camente formas idénticas a los huesos frescos y diré que la liofilizacion

‘no desnaturaliza las proteinas los hidratos de carbono, y los lipidos.

MODIFICACIONES DE ORDEN INMUNOLOGICAS

" Las propiedades inmunoldgicas prineipalmente las antigénicas pro-
teetoras y virulentas del hueso y demis propiedades que como entidad
bioldgica pudiera llevar, no sufre modificaciones algunas.
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LA FINALIDAD DEL HUESO LIOFILIZADO ES DE SERVIR
COMO INJERTO OSEO TANTO HOMOLOJGO COMO HETEROLOGO,
EN SUSTITUCION DEL INJERTO OSEO FRESCO.

El injerto de hueso liofilizado se puede emplear en:(5)
1) .—Constituir un medio de fijacion de una fractura.
2).—Provocar la osteogénesis en una uniéon blanda diafisiaria.
3).—Determinar una artrodesis.
4).—Constituir una artrorrisis.
5).—Desrtuir el equilibrio patolégico algiagénico, en un lugar del
sistema conjuntivo rigido.
6).—Llenar espacios éseos determinados por un vaciamiento qui-
riirgicos en los casos de distomas no malighos,
7).—Reformar ¢l hueso.
8).—Modificar nna desviacidn osea.
9).—Detener el crecimiento diafisiario que se hace a expensas de
una paralisis fértil,
10).—Aliviar por su implantacién vecinal una artropatia,
~ 11).—Estabilizar dos huesos distantes,
12).—Detener una ostoelistosis.
13).—Para hacer roma una presion dolorosa,
14) —Para fines de cirugia plastica (mentéon o la nariz)
15).—DPara promover una funcién articular.
16).—Para substituir tejido éseo perdido.




CONSIDERACTONES FINALES

Los procedimientos de desecacion indicados por Geneste y Hers-
cher (38) en presencia de écido sulfirico, fosférico o de cualquier otra
substaneia deshidratante; la deseeacdin a una temperatura determinada
¥ en preseneia de una eorriente de gas estéril, adoptada por Sartory y
Scheffler(3); la desecacidon por medio de la pulverizacion en ecimar:
caliente a 40 grados C. o por una vorrviente de aire en capas Tinas, indi-
eadas por Nenster ¥ Spray(3), son procedimiontos, unos lentos ¥ de os-
caso rendimiento; y otres, no pueden ser aplicados al hueso come, subs-
tancia hioldgica al que alteran propiedades que son precisamente las e
interesa conservar,

La lofilizacién consiste en una téenica especial basada en la conge-
~ lacion brusca y ripida en sus frascos definitivos y a temperaturas ex-

tremadamente bajas, logrindose con ello, no solamente fijar todos los
elementos orginicos en su estado coloidal original, convirtiéndelos en
estado seco, poroso ¥ con unha minima alteracion celular,

Los huesos guardados o conservados en los actuales bancos de hiuteso
fresco, tienen como se sabe un limite de actividad, ya que el hueso con-
servado por las téenicas actuales generales aceptadas, parecen sufrir al-
gunos cambios quimicos no deseados para el almacenamiento prolonga-
do. Speed y Smith (14) han observado grandes cambios de coloracidn,
pérdida de elasticidad y aspecto de sequedad en un hueso almacenado
tan poco tiempo como 3 meses.

Es conveniente que todo el material sea sometido a la esterilizacion
rigurosa antes de ser empleados en el trabajo,

En la toma del hueso de conejo en vivo, se seguirin téenicas de es-
erupulosa asepsia.

La adicién de antibidticos al hueso en la preliofilizacién, estd indi-
eada para destruir gérmenes posibles existentes,

No es conveniente la adicion de cualquier antiséptico volitil ecomo
el éter sulfitrico, formol, cioreformeo, ete., que aunque desaparecen totals

“mente y son eliminados en el proeceso de la liefilizacién, si pueden in-
fluir en Ia célula dsea en su potencialidad de vida que se pretende con-
servar como tal Hofilizacion (11).- ,

El huese que se va a liofilizar 1o deberi estar suspendido en gliceri-
na, pues dificulta enormeracnte ¢l congelamiento; podri usarse otras
substancias que han sido liofilizadas y como vehiculo de suspensién(9).

Quedan en el presente trabajo sentadas 1as bases para investizacio-
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nes ulteriores, asi como reflejados todos los resultantes que hemos (13)
obtenido hasta ahora en lo gue se refiere a la liofilizacion de hueso.

Espero que ew la prictica diarvia en unestra profesion, la aplicacién
del hueso liofilizado' con fines terapéuticos dé resultados ampliamente
satisfactorios, ¥y venga asi a constituir una exigencia mis en Medicina
Veterinavia que avanza diarismente en busea de novisimas directivas y
de conguistas en el vasto campo de la experimentacion,
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CONCLUSIONES

1) ~“SU SE PUEDE LIOFILIZAR HUESO”.—S8e liofilizé hueso de
conejo, tibia \' femur, comprendidos entre 6 a 18 meses de edad, de 5 em.
de large por 2 a 3 de ancho y de grueso natural, en media caiia; asi
como hueso lmmauo de un individou de 24 aiion de edad, tibias, sexo
femenino, de 20 em. de largo, por 5 de ancho y grueso natural, todes von
un tiempo minimo de liofilizacion de 12 horas, Tiempo de congelacion
preliofilizacién fue de 12 minutos minimos,

2}.—La deshidratacion ecompleta del hueso mediante el congelamien-
to y el alto vacio, constituye sin lugar a dudas, el procedimiento de mis
valor prictico, no solamente para la conservaeién, sino para la aplicacion
terapéutica en Medicina Operatoria,

3)~—La desecaeién por el congelamiento y el alto vacio, condnee so-
lamente a suprimir por completo el agua (liquido, elemento donde se ve-

" hiculizan als substancias orgfinicas ¥ minerales).

4),—La falta de agua no ¢ mdiciona necesariamente la modificacion
de las snbstaneias quimicas: yva que el estado Lidfilo es un estado fisico,
cuyo mecanismo no altera ni medifica la estructura molecular de las pro-
teinas, glieidos y lipidos.

5).~—La mayoria de los cirnjanos prefieren no usar hueso almacena-
do por méis de 6 meses a 1 afio, en las condiciones de los bancos de hueso
fresco actuales(14); mientras que los huesos liofilizados tienen una du.
racién de actividad biolégica ilimitada,

6).—Los hunesos liofilizados vuelven a la normealidad en constitu.
cion y propiedades al momento de agregarles los liquidos perdidos, ya
sea por medio de agua destilada, bidestilada, suero homélogo, fibrindge-
no o sangre de la misma herida en ¢l momento de haeer el injerto.

7).—Los huesos liofilizados pueden conservarse en enalgujer lugar
por ealuroso o fric que sea sin perder sus propmdades. om

8).~—Prestan mayor facilidad para el manejo y el transporte, sim.
plificando en mucho la tarea del médiea en cunalquire medio,

9).—Facilitan su almacenamiento por mayor tiempo, gue con los
procedimientos actuales de los bancos de hueso fresco, prolongindose
tedricamente hasta hacerse indefinido,

10) —TPocos eambios quimicos y ninguno de 1mpor’tanom sufre el
hueso que pueda dafiar sus propiedades bioldgicas tanto durante el pro-
cedimiento de la liofilizacién como durante la conservacion,




BILIOGRAFIA

1)—L. Cardenal : Diccionario Terminoldgico de Ciencias Médicas,
euarta edicidn, 1952. Pag. 749. Editorial Salvat, 8. A,
2)—EKarl W, Flosdorf: Freeze-Drying. (Dryving By Sublimation)
Roinbold-l‘itblishing Corporation, 1949, 330 West, Forty Se.
cond st, New York. 18 U.S.A.
- 3)~Dr. Carlos Alberto Stura: Téenica para deseear y lofilizar
por el congelamiento y ¢l alto vaeio, Apartado del boletin Tée.
. nico No. 11 de la direccién General de Ganaderia. Direceién
general de Patologia Animal. Ministerio de Agricultura de la
Nacién. Rep. Argentina, 1944,
4} —Revista de Medicina Veterinarin (Sociedad. de Medicina Ve-
" terinaria} Buenos Aires Argentina, Volumen 34- No. 1. Pag:
45 v Sig. 1952,
5).—Revista Médica del Hospital General (Sociedad Médica del
hespital General) volumen XVI, Mayvo 1953, No. 5. Pag: 287
¥ sig. : 4
6).—Enrique de Anda Fernindez: Estudio-sobre la preparacién de
- la sero-globulina especifica Anti-pertusis Liofilizada, tesis de
la Esculea Nae, de Ciencias Quimicas de la U.N.A. de México.
1949,
7)—Raquel Cervera Lopez: Liofilizacién de la Alexina previamen.
te estabilizada. Tesis de la Ese. Nae. de Ciencias Quimieas de
. la U.N.A. de México. 1946,
8).—La vacuna Liofilizada contra la Bruecelosis, preparada con la
Brucella Abortus, cepa-19-W, tesis por Elsa Juirez Badillo de
. 1a.Facultad de Quimica Berzelius de la U.N.A. de México. 1952,
9. —G. W Hyatt, LCDR; M C, USN;
T, C. Turner, L'TVIG, MC, USN.
C. A, L. Bassett, L'TJG, MC, USN;
J. W, Paté. LTIC. MC. USN;
Pn. Sawyer. LTJG. MC. USN.
New, Methods, For Preserwing Bone, Skin, and Blood Vesseds,
{Fron the Tissue Bank, Naval, Medieal School, Naval medienl
Research, institute, and Naval Hospital, Bethesda Maryvland).
Reprinted frond the September 1952, Vol. 12, No, 3. issue of
Post graduate Medicine,




10) —Dr. César Scisdedos Ramos: Liofilizacion, su importancia y
ventajas. (Instituto de investigaciones veterinarias de la Rep.
de Chile). Apmtado de la rev mta dc Agru,ultnra 1947, Pag:
192 v Sig. '

11).—Kolmer y Boener. 1943.- Métodos de laboratorio clinico. Pig.
620, 623, 655. Bd. the U. S. 1. N, Y. EE. UU.

12).—Steamia. M. M., Mac. Craw, J. J. Riech-l. J. 1941, Preparatién
. and preservation of human plasnia, collection of Blood and se-
" paration of plasma, Amer. Jour. Clin, Path. 11. 175,
‘13) —~Comunicaciones personales de los Drs. Osear Valdéz Ornelas,
Agustin Chardi Cérdoba, Ing. Quimico: Bolivar,
14).—The Use of Preserved Tissues in Suegery.
‘By: T. C. Turner Lientemant, MC, USNR,
C. A. L. Bassett LTJG, MC. USNR.
J. W. Pate LTJG. MC. USNR,
. N. Sawyer Lientenant, MC, USN,
Leeture and Rescarch Institute National Naval Medical.
Center Bethesda, Maryland.
17 de April de 1952, . ~
15) ~Fundamentals in the Use and Preservation of Homogenous
Bone, By: George W, Haytt, Lieutemant, MC, USN,
Orthopedice Service, U. 8. Naval Hospital, National \*aval Me-
dical Center, Bethesda, Md. A
16).—The preservation and Clinieal Use of Freeze.Dried Bone,
By: Captain F. P, Kreuz, Lieutemant G. W, Haytt, Lietenant,
i. & Thimas C. Turner, and Lietenant, j. g Andrew 1. Bassett,
- Medieal Corps. United Stats Navy.
(Reprinted from the Journal of Bone Joint Surger\'
Vol. 33-A, No. 4. pp. 863-873, October, 1951, '

RAMIRO FAILLACE DE LEON






