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RESUMEN

El estudio de la reparacion de un defecto 6seo es importante en ci-
rugia ortopédica y odontolégica. Los defectos 6seos pueden ser de
tamafio critico (no se reparan espontaneamente) o de tamafo no
critico (se reparan espontaneamente), en ambos tipos de defectos
es necesario hacer estudios para inducir su completa reparacion. El
proposito de este trabajo fue valorar un modelo de defecto 6seo no
critico por medio de andlisis biomecéanico destructivo de flexion a tres
puntos en tibia de rata. Se estudiaron tres grupos, un grupo control
intacto, un grupo con defecto y un tercer grupo con defecto al que
se dejo reparar espontaneamente por 21 dias. Encontramos diferen-
cia significativa entre el grupo con defecto y el grupo control, esta
diferencia significativa (p < 0.05) le da validez al modelo al poder
diferenciar entre estos grupos, ademas, la energia a carga maxima
fue significativamente diferente entre el grupo con reparacion espon-
tAnea y el grupo control, lo que indica que el defecto se encuentra
en proceso de reparacion. Los resultados muestran que con nuestro
modelo se puede valorar el avance de la reparacion de un defecto
6seo no critico por medio de analisis biomecéanico. Nuestro modelo
es de bajo costo y permite el estudio de nuevos materiales, métodos
y/o sustancias que favorezcan la disminucion del tiempo de repara-
cion Gsea.

Palabras clave: Modelo de defecto 6seo, reparacion 6sea, prueba
biomecanica de flexion.

ABSTRACT

The study of bone defects repairis one important aspect in orthopedic
and odontological surgery. Missing segments of bone from trauma,
tumors, and infection can be considered of critical size (do not repair
spontaneously) and of non-critical size (do repair spontaneously). The
goal of this work was to assess a non-critical bone defect model,
through the biomechanical analysis of the three point flexural test in the
rat tibia. We studied three groups: intact (control), defect and defect
left to repair spontaneously for 21 days. We found a significant differ-
ence between the control group and the bone defect group, which
validates the model; furthermore, the energy at maximum load was
significantly different between the control group and the spontaneous
repair group, an observation that indicates that healing of the bone
defect is indeed the healing process of a bone defect can be evalu-
ated; in addition, the low cost of our model allows the study of new
materials, substances and methods aimed to accelerate bone repair.

Key Words: Bone defect model, bone repair, biomechanical bending
test.
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INTRODUCCION

Las fracturas asi como los defectos 6seos (carencia
de un segmento Gseo, pequefio o grande) causan
un gran costo econdmico a la sociedad y a la per-
sona que lo padece, los periodos de tratamiento
pueden llegar a ser largos y complicados®?. Es
importante hacer estudios de nuevos materiales y
tratamientos en modelos animales que disminuyan
el tiempo de recuperacion y que posteriormente
lleven a la aplicacién en humanos.

La reparacion 0sea ya sea de una fractura o de
un defecto representa un reto desde el punto de
vista biomecéanico. Paralelamente al proceso de
reparacion bioldgica, el hueso experimenta una
evoluciéon en sus propiedades mecanicas hasta
que se recuperan los valores anteriores a la lesion®4.
El tiempo necesario para la recuperacion de las
propiedades mecanicas depende de numerosos
parametros, como el tipo y tamafio de fractura o
defecto, el tipo de hueso, las caracteristicas del
paciente, el tratamiento aplicado, etc’’. La rapi-
dez de reparacion del tejido 6seo en general, es
inferior a la de otros tejidos, por lo que es necesario
el estudio de nuevos materiales y estrategias que
favorezcan la reparacion sin dafiar al hueso®?°. Para
llevar a cabo este tipo de estudios es deseable
contar con modelos animales que sean de facil
manejo y de bajo costo para poder experimentar
con nuevos materiales, sustancias, entramados
0 combinaciones de estos capaces de sustituir
al hueso en el tratamiento de defectos 6seos de
diferente etiologia (trauméatica, tumoral, infecciosa
o retiro de material de osteosintesis)*115,

Existen diversos modelos animales de reparacion
Osea, en algunos de estos modelos se realiza una
fractura que se estabiliza por medio de materiales
de osteosintesis, como clavos intramedulares, tor-
nillos y fijadores externos®?, estos procedimientos
pueden presentar inestabilidad mecéanica debido
a los micromovimientos derivados de la variacion
natural del didmetro del canal medular, asi como
problemas relacionados con la presencia de ma-
teriales extrafios al tejido 6seo, que pueden causar
alteraciones en la respuesta bioldgica®*2. Los mo-
delos animales de defectos 6seos se dividen en
defectos 6seos no criticos que son aquellos que
durante su curso temporal se reparan espontanea-
mente y los defectos 6seos criticos que son los que
no llegan a repararse espontaneamente?,

Existen diferentes tipos de ensayos (traccion,
compresion, torsion, flexion a tres puntos y flexion
a cuatro puntos), para valorar las propiedades bio-

mecanicas del hueso completo, estos ensayos se
han utilizado ampliamente para estudiar el tejido
6seo, en diferentes tipos de huesos (tibias, peroné,
vértebras, etc.) y modelos animales.

En este trabajo valoramos un modelo experimen-
tal de reparacion de un defecto 6seo no critico por
medio de analisis biomecanico de flexion a tres
puntos, Util para el estudio de nuevos materiales,
sustancias y entramados bioldgicos o sus combi-
naciones que puedan favorecer la reparacion, sin
la necesidad de utilizar material de osteosintesis.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Veintidn ratas macho Wistar con un peso corporal
(pc) de 300-340 gramos (g) fueron colocadas en
cajas de policarbonato con ciclos de luz-oscuridad
de 12:12, con alimento comercial estandarizado
(Harlan 2018S) y agua a libre demanda. La aneste-
sia general fue inducida con pentobarbital sédico
(50 mg/kg, i.p.). Los animales fueron sacrificados en
una camara de CO,. Su manejo y mantenimiento
se realiz6 con estricto apego a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999: Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio” -

Grupos

Los animales se dividieron aleatoriamente en tres
grupos de siete ratas cada uno y fueron organiza-
dos de la siguiente manera: T-00, ratas control no
tratadas con edad y peso equivalente a las expe-
rimentales. T0-C ratas con un peso equivalente a
los controles a las que se les practicé un defecto
en la tibia derecha e inmediatamente después
fueron ensayadas para confirmar que el defecto
realmente cambia las propiedades biomecanicas
del hueso. T3-C, ratas a las que se les practico
un defecto en la tibia derecha y se les permitid
recuperarse durante tres semanas, tiempo en el
que se considera que el defecto ha llegado a la
etapa en la cual se encuentra relleno de hueso
inmaduro®*** lo que nos permite comparar contra
un hueso intacto.

Defecto 6seo
El miembro posterior derecho fue afeitado y lavado

con Dermodine (solucién antiséptica y germicida
de lodo-povidona 8 g/100 ml; DEGASA), se practico
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unaincision de 1 cm através de la piel directamen-
te sobre la cresta tibial, se puso especial cuidado
de no dafar el hueso subyacente ni el musculo
adyacente. La fascia superficial se separ6 de la
piel y se retrajo para exponer la tibia. Se practicd
un defecto unicortical de 1 mm de diametro en el
centro de la regiéon de interés (Figura 1) mediante
un taladro eléctrico (Mini drill Pros Kit Model PK-500)
con una fresa dental de tungsteno para cirugia
de hueso, con forma de bola, se limpi6 el area y
se suturd la piel con puntos discontinuos simples a
seda quirrgica 000 (Atramat, México) montada en
agujaredonda. Se monitore6 a los animales cada
tercer dia, verificando su estado de salud general
y el miembro sometido a experimentacion en par-
ticular, ademas se registré el pc de cada uno de
los animales al final del experimento.

Prueba biomecanica

Las tibias fueron resecadas, se disecaron los te-
jidos blandos y se prepararon para los ensayos
destructivos de flexién a tres puntos4’18 % an una
maaquina universal de ensayos (Instron 4502, Instron
Inc., Canton, MA) y una celda de carga de 1 kN.
La tibia derecha se colocd en dos barras redon-
das separadas a una distancia de 14 mmy se le
aplicé una precarga de 3.6 = 0.1 N. Las pruebas
se realizaron a una velocidad de 2.5 mm/min. La
tibia derecha (con defecto) se colocdé en medio
de las barras, en el lado de traccién del hueso,
cuidando que la tibia esté alineada en las barras
del dispositivo al centro de los apoyos y se aplico
la carga en el lado opuesto hasta la ruptura de
la tibia. En cuanto a la tibia izquierda (intacta) se

Figura 1. Tibias resecadas. En la parte superior de la figura
se puede observar el defecto no critico en la tibiay en la
parte inferior se muestra la tibia contralateral intacta.

aplicé la carga al mismo nivel de la tibia derecha
siguiendo el mismo procedimiento. Todas las prue-
bas se realizaron durante los primeros 30 minutos
después del sacrificio.

Las curvas de carga y desplazamiento se re-
gistraron a través de la interface de la maquina
universal de ensayos y capturadas en una com-
putadora convencional. Se calcularon la rigidez,
la resistencia, la energia a carga maxima y la
energia maxima (Figura 2) a partir de cada una
de las graficas obtenidas por medio del programa
Origin 8 (OriginLab, MA, EUA). Para cada grupo, las
mediciones se normalizaron con la tibia control de
cada animal.

Analisis estadistico

Con base en el tamafio de la muestra y asumien-
do no-normalidad de los datos se decidi6 realizar
el analisis estadistico con pruebas estadisticas no
paramétricas?. La prueba de Kruskal-Wallis es util
para comparar tres o0 mas grupos, por lo que se
empled inicialmente para saber si existian diferen-
cias entre los grupos (T-00, T0-C, T13-C). Sin embargo,
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Figura 2. Medicion de los parametros biomecanicos.

a) La rigidez es la pendiente de la curva carga-desplaza-
miento en su porcion lineal inicial (1).

Laresistencia es la carga maxima que se registré durante
el ensayo y corresponde al punto mas elevado de la
grafica (2).

c) La energia maxima es la que se requiere para que la tibia
alcance su punto de mayor resistencia y se determina
calculando el area bajo la curva (A).

La energia total es la que se absorbe durante el en-
sayo para llevar el espécimen a la falla; se sefala
como el area total bajo la curva (suma de las areas
A + B).

b

=
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en caso de existir diferencias no indica entre cuales
grupos existe esa diferencia. Por lo tanto, en caso
de encontrar diferencias significativas (p < 0.05) se
usé posteriormente la prueba U de Mann-Whitney
comparando a cada uno de los grupos (e.g.,: T-00
vs T0-C, T-00 vs T3-C, etc.). El nivel de significancia
fue de 0.05 y el analisis se realiz6 con el software
SPSS 9.0 (SPSS Inc., Chicago IL, USA).

RESULTADOS

Durante el transcurso del experimento las ratas
presentan un buen estado de salud en general,
apoyan el miembro experimental, se alimentan y
toman agua. El peso inicial de las ratas fue de 300
a 340 g de pcy al sacrificio fue de 400 a 423 g de
pc, subieron en promedio entre 100y 120 g de pc,
lo que nos indica que crecieron de forma uniforme
durante el curso del experimento.

El promedio de las mediciones de cada uno
de los parametros biomecanicos normalizados

con respecto a la tibia contralateral para todos
los grupos se muestran en el Cuadro 1y Figura 3,
en donde observamos que los valores mas altos
los presenta el grupo T00 que corresponde a las
tibias intactas (valores biomecanicos normales)
seguido de los valores correspondientes al grupo
T3-C que corresponden al grupo con tres semanas
de reparacion en donde el defecto aln no se en-
cuentra reparado completamente y por Gltimo los
valores mas bajos corresponden al grupo T0-C que
pertenecen al grupo con defecto sin reparacion
(ensayado inmediatamente después de que se
practicé6 el defecto).

El andlisis de Kruskal-Wallis entre grupos se mues-
tran en el Cuadro 2, en donde observamos que
existe diferencia significativa para todos los para-
metros excepto para la rigidez.

En el Cuadro 3, se muestran los resultados ob-
tenidos para el analisis entre grupos con la prueba
de U de Mann-Whitney. Para los grupos T00 vs T0-C
encontramos diferencia significativa para los tres

Cuadro 1. Resultados del promedio de las mediciones de los parametros obtenidos de cada una de las graficas
y normalizados con respecto a la tibia contralateral de cada animal.

Energia a carga maxima Energia maxima Resistencia Rigidez
(N-mm) (N-mm) (N) (N/mm)

TO00 95.05 +17.61 101.7 + 35.8 100.94 + 4.9 100.42 +4.73
T0-C 51.37 = 25.00 46.88 + 24.08 76.32 +£15.09 95.47 +6.08
13-C 79.36 + 22.75 43.94 + 12.82 96.62 +7.33 101.43 +12.05
140 Resistencia 140 Rigidez
120+ 120
100 T I 100+ F I
80+ 80
60 60+
40+ 40+
20+ 20+

0 700 70-C 73-C 0 700 70-C 13-C Figura 3. Resultados de

los datos normalizados

Energia maxima Energia a carga maxima de los cu_atro parame-

140+ 140+ tros medidos (Energia,
120+ T 120+ energia a carga maxi-
1004 1004 T ma, resistencia y rigidez)
J_ T para los tres grupos es-

801 807 tudiados. En las graficas
60 T 601 l podemos observar que
40 T 401 existen diferencias entre
20+ 201 los grupos para tres de

0 los parametros anali-

700 10-C 13-C 0 00 T0-C 13-C zados.
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Cuadro 2. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis.

Energia a carga maxima (N-mm) Energia maxima Resistencia Rigidez
(N-mm) (N) (N/mm)
0.004* 0.028* 0.004* 0.381

* Diferencia estadisticamente significativa p < 0.05.

Cuadro 3. Resultados de la prueba de U de Mann-Whitney.

Energia a carga maxima Energia maxima Resistencia
(N-mm) (N-mm) (N)
700 vs T0-C 0.007* 0.017* 0.001*
T00 vs T13-C 0.001* 0.181 0.181
TO-C vs 13-C 0.945 0.101 0.022*

parametros probados. Esto nos indica que pode-
mos diferenciar entre una tibia intacta y una con
defecto 6seo.

En el caso de T0O vs T3-C, encontramos dife-
rencia significativa solo para la energia a carga
maxima.

La reparacion del defecto se encuentra en curso.
Lo que se refuerza con la diferencia significativa
en resistencia al comparar los grupos T0-C vs T3-C.

DISCUSION

Es importante el estudio de nuevos tratamientos
y materiales que estimulen la reparacién de un
defecto 6seo para la cirugia ortopédica y odon-
tolégica, ya que causan costos econdmicos altos
y periodos de tratamiento que pueden llegar a
complicarse.

Diversas condiciones como fragmentos de hueso
separado por trauma o cirugia, reseccion de tu-
mores o quistes, retiro de material de osteosintesis,
tratamiento de fracturas o la pérdida de porciones
de hueso debido a infecciones producen defectos
de tamafios desiguales?®°. Tanto en los defectos
6seos criticos como no criticos se busca estimular
lareparacion completa del defecto de forma mas
activa que siguiendo el curso normal de la conso-
lidacion, mediante la estimulacion del tejido 6seo
por medio de materiales, factores de crecimiento
o0 trasplantes?9:10:25:27,

Para analizar las posibles ventajas de estas
maniobras se necesitan modelos animales de
experimentacion. Existen diversos modelos experi-
mentales para el estudio de la reparacion 6sea, en
estos modelos se han utilizado diferentes especies

de animales como ratones, ratas, cabras, perrosy
conejos?412.152328-32 5in embargo, el mantenimien-
to, el material de osteosintesis y la cirugia de estos
modelos es costoso. Nuestro modelo en tibia de
rata Wistar es econémico, de facil manipulacion,
bajo costo de mantenimiento y no requiere de
material de osteosintesis.

En nuestro modelo al crear un defecto no criti-
co en la tibia de la rata tenemos un mejor control
del sitio de lesion, ya que al no crear una fractura
completa no se sufre de desestabilizacion o con-
solidacioén viciosa (curacion de una fractura con
alineamiento anatémico incorrecto, que puede
derivar en deformidades o mal funcionamiento).
Tampoco es necesario utilizar material de osteosin-
tesis ya que no se afecta la estabilidad 6seay con
esto evitamos la presencia de un cuerpo extrafio
que puede causar alteraciones en los procesos
biolégicos que se requieren para que una fractura
consolide®.

El aumento de peso de todos los animales fue
semejante al final del experimento, esto demuestra
un control de la alimentacion (libre demanda) y la
respuesta del animal a la cirugia; durante cirugias
invasivas el peso del animal puede disminuir y las
condiciones generales de salud pueden verse
afectadas, derivando en un retraso en la recupe-
racion de los animales. Ya que la cirugia efectuada
es de minima invasion, el defecto es de minima
invasion, el defecto es de tamafo no critico y el
miembro operado no necesita ser estabilizado, el
animal después de recuperarse de la cirugia con-
sigue apoyar la extremidad, camina, se alimenta
y toma agua, todos estos factores favorece su
recuperacion.
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Por otro lado, debido a que existe variabilidad
en las dimensiones del canal medular de cada
animal, el grado de inestabilidad puede variar en
esta proporcidon cuando se utiliza material de os-
teosintesis®, en este modelo al no ser afectada la
estabilidad 6sea y no necesitar de material extrafio
al hueso, lareparacién del defecto no se afecta por
parametros externos, no se induce una respuesta
a ellos y de esta manera las variaciones que pue-
den existir en el canal afectan de forma minima
durante el curso de la reparacion. Esto también
es minimizado al tener un rango de peso inicial,
cepa (Wistar) y sexo (machos) de los animales lo
que reduce significativamente el impacto sobre el
hueso al ser controlados, ya que se sabe que los
parametros biomecanicos y biolégicos cambian
al variar estas condiciones.

Ademas, para valorar el comportamiento bio-
mecanico del hueso existen diferentes tipos de
ensayos, como traccién, compresion, flexion a tres
y cuatro puntos, torsidn, pero el ensayo de flexion
a tres puntos es el mas adecuado para animales
pequefios*183233 Aynque el comportamiento me-
canico del hueso es complejo, se ha simplificado
de diferentes maneras con la finalidad de proponer
modelos que se aproximen a su comportamiento in
vivo343, Las propiedades biomecanicas del hueso,
no son valores homogéneos que se puedan definir
de forma precisa, ello depende de la distribucion
mineral, el arreglo estructural, las variaciones entre
individuos y la funcion del hueso a estudiar, estos
valores se presentan en forma de curvas de las
que podemos calcular los parametros a estudiar
y Comparar4,21-23,32,34,36_

El ensayo biomecanico de las tibias resecadas
se realiza entre los 30 minutos inmediatos a la
diseccion de las tibias. Durante el disefio de este
modelo realizamos pruebas sometiendo las tibias
a diferentes intervalos de tiempo y condiciones
(tibias totalmente sumergidas en solucién fisiol6-
gica, tibias cubiertas con gasas empapadas de
solucion fisiolégica, o tibias dejadas al aire), que
fueron ensayadas inmediatamente después de la
diseccion y hasta 2 horas después bajo las dife-
rentes condiciones, encontramos que pasados 30
minutos las propiedades biomecéanicas cambian
(datos no mostrados).

Algunos estudios reportan que las propiedades
mecanicas del hueso cambian dependiendo del
grado de hidratacién, lo que concuerda con lo
que nosotros observamos®43’. Manjulabala y cols*,
no encontraron diferencia significativa durante
los tiempos de hidratacion probados (3 y 6 horas)

mencionan que 3 horas es suficiente para recupe-
rar las condiciones del hueso después lavarlas con
detergente liquido posterior a ser resecados, en
nuestro modelo no es necesario ningun tratamiento
posterior a la reseccion de la tibia, ni es necesario
hidratarla como lo mostraron nuestros estudios pre-
vios, ya que el ensayo siempre se realiza dentro de
los primeros 30 minutos después de su diseccion,
en donde los parametros biomecanicos todavia
no se alteran.

Los valores promedio obtenidos con el ensayo
biomecanico de la tibia para los parametros pro-
bados presentan diferencias con respecto al grupo
TOO que es el grupo de tibias intactas, los valores de
este grupo bajo nuestras condiciones los tomamos
como los parametros normales para una tibia de
rata Wistar macho de entre 400 y 420 g de pc, a
partir de nuestros datos (Cuadro 1 y Figura 3). En
cuanto a las tibias que se les dej6 reparar espon-
tAneamente por tres semanas presentan valores
diferentes a los de la tibia intacta, esto indica que
la tibia aun no estd completamente reparada; para
el grupo de tibias con defecto los valores prome-
dio comparados con los de las tibias intactas son
diferentes, excepto en rigidez.

Estas diferencias nos dieron soporte para con-
tinuar con el analisis estadistico por medio de
pruebas no paramétricas por ser un grupo con un
nimero de individuos pequefios.

El andlisis estadistico de la prueba no paramétri-
ca Kruskal-Wallis de los parametros biomecanicos
de los tres grupos muestra que existe diferencia
significativa para todos excepto para la rigidez
(Cuadro 2), lo que indica que podemos comparar
tres de los cuatro valores probados entre los grupos.
La rigidez no presenta diferencia significativa, lo
que concuerda con Cerrud y cols®**, que reportan
que larigidez calculada a partir de sus gréaficas es
practicamente la misma que tenian al principio
del ensayo y sefialan que este resultado no es un
error de medicion.

El analisis entre grupos presenta diferencia sig-
nificativa para la prueba no paramétrica U-Mann-
Whitney para los tres parametros probados entre
los grupos T00 y TO-C (Cuadro 3), lo que nos indica
que por medio de analisis biomecanico podemos
diferenciar entre el grupo con tibias intactas y el
grupo con defecto, esto da validez al modelo, ya
que al diferenciar entre una tibia con defecto de
tamafo no critico contra una intacta podemos
probar materiales o sustancias que favorezcan el
proceso de reparacion y los podemos distinguir por
medio de andlisis de flexion a tres puntos, esta ob-
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servacion se refuerza entre T0-C y 13-C al encontrar
diferencia significativa en cuanto a la resistencia.

En el caso de T00 y T3-C, encontramos dife-
rencia significativa sélo para la energia a carga
maxima (Cuadro 2), este resultado nos confirma
que el defecto a tres semanas de la cirugia aun
estad en proceso de reparacion y que las propie-
dades biomecanicas aun no se han recuperado
a tres semanas. Este resultado se correlaciona con
el analisis que realiz6 Landry y cols?®, en donde
desde el punto de vista histopatoldégico reportan
que a tres semanas de reparacion el defecto se
encuentra relleno pero no reparado, lo que con-
cuerda con Manjulabalay cols?®. Por otro lado Neri
Basurto y cols?°, reportan, de estudios de microsco-
pia electrénica de barrido, que antes de 14 dias
de reparacién de una fractura en tibia de rata el
callo 6seo es material fibrilar y que después de
este tiempo se inicia la calcificacion, terminando
a los 30 dias.

Este estudio nos induce a evaluar de forma mi-
nuciosa en tiempos mas cortos (cada tercer dia)
larecuperacion de las propiedades biomecanicas
de un defecto 6seo no critico ya que a medida
que se incrementa la mineralizaciéon aumenta la
resistencia a la compresion.

Los modelos animales son indispensables para
el estudio de nuevos materiales y estrategias de
reparacion ésea, en particular los modelos en rata
como el nuestro por ser econémico, de facil mane-
jo, sin lainterferencia de material de osteosintesis y
por ser adecuado para diferenciar etapas durante
el proceso de reparaciéon 6sea desde el punto de
vista biomecénico.

CONCLUSIONES

Por medio del analisis biomecénico destructivo
de flexién a tres puntos utilizado para estudiar este
modelo de defecto 6seo no critico se consigue
diferenciar de una manera sencilla entre una tibia
de rata intacta y una tibia de rata con defecto.
Ademas se logra diferenciar entre una tibia de rata
en proceso de reparacion y una tibia de rata con
un defecto sin reparacion.

Este modelo de defecto 6seo, tiene amplias po-
sibilidades de aplicacién para el estudio de nuevos
materiales combinacion de materiales, cultivos ce-
lulares y/o entramados, para estimular la reparacion
6sea en un tiempo menor al del curso normal, ya
sea para cirugia ortopédica, traumatologia, cirugia
plastica y odontologia, ya que es econémico, de
facil manejo y analisis.

Por otro lado, este tipo de modelos permite ca-
racterizar el comportamiento del hueso, en este
caso para un defecto 6seo no critico y bajo ciertas
condiciones los datos obtenidos pueden ser utiles
en modelos de simulacién para realizar andlisis con
modelos computacionales.
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