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RESUMEN

La inyeccion de acetato de plomo en la cavidad medular del fémur de
conejo en crecimiento, provoca una secuencia de cambios perfectamente re-
producibles, que hacen de este procedimiento un modelo experimental para
el estudio de la reactividad del complejo hueso-médula 6sea. Estos cambios
consisten, en primer lugar, en una necrosis distribuida en amplios focos que
afecta a la médula ésea, al aparato metafisario de crecimiento, a la com-
pacta cortical, y al endostio, con infiltracién plomo-calcdrea de los terri-
torios necrosados.

La reaccién del hueso estd compuesta, en primer lugar, por fenémenos de
reabsorcidon (osteocldstica, oncética y conjuntiva). La remocién de los pre-
cipitados plomo-calcdreos por la actividad macrofdgica es estudiada en rela-
cién con el posible efecto de la estimulacién paratiroidea. La placa epifisaria
es inhibida temporalmente tras la inyeccién de acetato de plomo, para
reasumir posteriormente su crecimiento. La neoformacién 6sea es ubicui-
taria, pues se observa deposiciéon enddstica, peridstica, intersticial, libre en
la cavidad medular (en torno a detritus celulares), sobre las trabéculas de
la esponjosa. Se analizan los factores que pueden poner en marcha esta
activa osteogénesis.

El estudio microscépico de las enferme-
dades del hueso constituye uno de los
campos mas fascinantes de la Patologia,
pues en ellas se manifiestan de modo
singular las capacidades de reaccion,
adaptacion, crecimiento y transformacion
de una compleja poblacion celular, la
cual, ya en condiciones normales mues-
tra un dinamismo unico. Un factor que

contribuye a extender ampliamente las
capacidades reactivas de este notable
derivado del mesénquima es su estrecha
relacién con la médula dsea, tal como se
manifiesta por ejemplo en la entidad
denominada osteomielosclerosis. Sélo en
tiempos recientes se ha intentado, con du-
doso éxito, la produccién experimental
de este cuadro patoldgico (Selye, Gab-
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biani, Tuchweber), mediante la inyeccion
intravenosa de acetato de plomo en la
rata. Al querer extender este procedi-
miento al conejo, observamos que era
practicamente imposible obtener un gra-
do apreciable de ostemielosclerosis ad-
ministrando el acetato de plomo por via
endovenosa, por lo que optamos por la
alternativa de aplicarlo directamente al
hueso mediante su inyeccién en la cavi-
dad medular. El cuadro morfoldgico re-
sultante viene a constituir un inventario
pricticamente completo de la reactividad
del hueso a una injuria, ilustrando de
modo ejemplar las interacciones v rela-
ciones entre involucro dseo y contenido
medular, Tal como se ird mostrando a
lo largo de este trabajo, este experimen-
to, de gran sencillez técnica, posee un
valor demostrativo sobresaliente de las
alteraciones regresivas y reactivas de la
unidad osteo-medular que puede hacerlo
de gran utilidad como modelo didactico
y, posiblemente, también como modelo
experimental,

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon conejos de la variedad gi-
gante de Espafia, cuvo peso al comien-
zo de la experiencia oscild entre 700 y
1.000 gr. Los animales se mantuvieron n
jaulas individuales y recibieron como ali-
mentacién un pienso compueste seco. La
temperatura del establo se mantuvo en-
tre 18 y 20° C.

Los animales recibieron como Unico tra-
tamiento inyecciones intradseas, en la
diafisis femoral, de una solucién al 50 %
de acetato de plomo (CH;-COQO), Pb +
+ 3H.0) Merck, en agua destilada, a
razén de 175 mgr. por kilogramo de pe-
so e inyeccion, segin el siguiente plan:

Grupo I. Se aplicaron inyecciones los
dias 1 y 3 de la experiencia, en las did-
fisis femorales derecha e izquierda res-
pectivamente. Los animales fueron sa-
crificados en grupos de 2 los dias 3 {iras
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una sola inyeccion), 6, 15, 30 y 50 de
comenzado el experimento.

Grupo 1. Cuatro animales recibieron tres
inyecciones en el fémur lerecho los dias
I, 5y 9, para ser sacrificados los dfas
n o

30 v 50 de la experiencia.

La solucidn de acetato de plomo se pre-
paraba inmediatamente antes de ser ad-
ministrada y presentaba una ligera opa-
lescencia. Los animales eran preparados
mediante anestesia con pentobarbital s6-
dico y depilacion a nivel del punto a in-
yectar. Para la inyeccién se utilizaban
agujas de las empleadas para la puncién
lumbar {(de 60 mm. de longitud y calibre
10/18) con las que se perforaba la cor-
tical diafisaria hasta alcanzar la cavidad
medular. Antes de la inyeccién lenta de
la ¢al de plomo se procedia a aspirar por
medio de una jeringa a fin de comprobar
que la cavidad medular habfa sido al-
zanzada.

Con objeto de comparar los cambios ob-
servados en los animales sometidos a los
efectos del acetato de plomo, se estudia-
ron preparaciones similares de 5 conejos
de la misma raza, de edad y peso simi-
lar, mantenidos en idénticas condiciones
pero a los que no se administré dicho
compuesto.

Inmediatamente después de matar a los
animales mediante un golpe en la nuca
se practicaba la autopsia completa, in-
cluyendo siempre ambos fémures y hd-
meros y glindulas paratiroides. Los hue-
s0s largos se cortaban transversalmente
con una sierra en cinco fragmentos: tres
correspondientes a la didfisis y dos que
comprendan las epifisis con la regién me-
tafisaria adyacente y la porcién méds ex-
trema de la didfisis. Los fragmentos de
huesos eran fijados durante 24 horas en
formol al 10 % en un puffer de fosfato
de pH 7.4 para ser trasladados a conti-
nuacién a una solucién decalcificante,
consistente en una solucién de 4cido ni-
trico al 5% en formol al 10 %. Para
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acelerar la decalcificacion se renovaba la
solucidn de nitrico-formol, manteniéndola
en agitacidén continua y a una temperatu-
ra de 38 C. El tiempo necesario para
obtener una decalcificaciéon correcta era
de 20-24 horas. Tras un lavado en una
corriente de agua de grifo y eventual
paso de los bloques por una solucién de
carbonato de litio (Bargmann, 1959) se
realizé la inclusion en parafina. Los cor-
tes fueron tefiidos sistemdticamente por
las siguientes técnicas: Hematoxilina-eo-
sina, hematoxilina-floxina, hematoxilina
fosfottingstica de Mallory segin la modi-
ficacién de Putchler, Sweat y Doss?
y tricrémico de Mallory. En los casos en
que se juzgd oportuno. se obtuvieron pre-
paraciones tefidas por las técnicas de la
reticulina  (Gordon y Sweet)*, 4cido
pervédico-Schiff-hematoxilina, azul de to-
luidina y la demostraciéon histoquimica
del plomo por medio del rodizonato sé-
dico {Pearse)®, tras decalcificacion
en una solucion de sulfato sédico al
10 9% en 4cido sulfarico al 10 9. Final-
mente se montaron preparaciones sin te-
fiir para el examen con luz polarizada.

RESULTADOS

Grupo T
I. Hallazgos a las 72 horas.

Como era de esperar, el cuadro morfo-
logico estd dominado por intensos fend-
menos regresivos, consistentes en necro-
sis y calcificacién. Su distribucién no es
homogénea, mostrando mayor intensidad
en la zona metadiafisaria. El cartilago
de crecimiento, las trabéculas de la es-
ponjosa primaria y la médula dsea con-
tienen numerosos focos de necrosis cal-
cificada, de tamafio que oscila entre 0,3
y 0,6 mm. de didmetro, que tienden a
confluir en algunos casos. Estos focos
necroticos dan positiva la reaccién para
el plomo por medio del rodizonato sé-
dico (figs. 1, 2 v 3).
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La necrosis afecta también a la cortical
diafisaria, observdndose desaparicién y
retracciéon de los osteocitos en los sis-
temas laminares fundamentales internos,
junto con dreas de micropetrosis en la
substancia intercelular del hueso. La pe-
netracién de la sal de plomo puede se-
guirse a lo largo de algunos conductos
de Volkmann y haversianos, Estd sefia-
lada por la presencia de finos depdsi-
tos lineares, refringentes, de color verde
amarillento que incrustan la superficie de
estos conductos y la zona normalmente
ocupada por el endostio. Este se ha des-
prendido en grandes extensiones a causa
de hemorragias que lo separan de la cor-
tical. Los vasos nutricios muestran tam-
bién depésitos cristalinos en la porcidén
externa de la advertencia, mientras que
en las dreas que limitan con los focos
de necrosis los sinusoides medulares apa-
recen dilatados, a veces trombosados o
con incrustacién calcdrea de su pared.

Las lesiones en la epifisis y en el hueso
contralateral son muy ligeras y se redu-
cen a focos de necrosis muy pequefios en
la médula dsea con indemnidad de las
estructuras del hueso.

2. Hallazgos a los 6 dias.

En los animales que recibieron dos in-
yecciones, una en cada fémur, sélo son
de destacar las alteraciones presentes en
el hueso inyectado el dia 1, en el que se
combinan a los cambios regresivos las
primeras manifestaciones de reaccién del
tejido é6seo. La mitad interna del tubo
diafisario es asiento de una fuerte re-
absorcién osteopordtica a la vez que las
lagunas dseas de las extensas zonas ne-
crosadas aparecen ya vacifas y notable-
mente ensanchadas. En la cara subperids-
tica del tallo diafisario se observa la
coexistencia de una viva reabsorcidn 0s-
teocldstica con el inicio de deposicién de
hueso peridstico, pero este dltimo rasgo
es todavia poco intenso y aparece limi-
tado a los extremos proximal y distal de
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Fig. 1.—Vista panora-
mica de la extremidad
proximal de fémur en la
que puede observarse
Ia amplia distribucién
de la necrosis inducida
por la inyeccién de ace-
tato de plomo, Dentro
de las dreas de necro-
sis se reconocen‘los fo-
cos de calcificacién. Ob-
sérvese que casi la to-
talidad de las trabécu-
las de osificacién endo-
condral han sido al-
canzadas por el proce-
so de necrosis, (72 ho-
ras después de la ad-
ministracién de acetato
de plomo).

Fig. 2—Se observa la presencia de un arrancamiento del endostio a causa de una hemo-
rragia y la abundancia de precipitados de la sal de plomo que reviste la superficie denu-
dada del hueso compacto, se extiende por los conductos de Volkmann y por las zonas de
necrosis medular. Los osteocitos aparecen todavia presentes en las lagunas dseas (M. E.)
(72 hJ).

En B, tras la decalcificacion en dcido sulfirico-sulfato sddico y coloracién con rodizonato
sédico, se observa la presencia de plomo en forma de un material intensamente negro en
la fotografia (rojo escarlata en la preparacién original). El fondo ha sido tenido ligera-
mente con verde luz, (72 horas después de la administracion de acetato de plomo).
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Fig. 3.-~-D:ztalle de la afectacion de la com-

pacta diafisaria. Calcificacion masiva de los
espacios haversianos v del contenido de las
lagunas. La estructura de la susiancia inizr-
celular parece indicar que se han calcificado
las es‘ruciuras fibrilares v no la susiancia
fundamental. (72 horas después ds la admi-
nistracidon de acetato de plomo).

la didfisis. La remocién de hueso en la
cara endostal se acompafia de una in-
tensa fagocitosis del ribete plimbico lo
cual es manifiesto también en los depd-
sitos amorfos o cristalinos de la region
metafisaria y de la cavidad medular.
Los macréfagos aparecen aislados o en
masas considerables, con el citoplasma
repleto de granulos de color amarillo-ver-
doso, que muestran una reaccién fuerte-
mente positiva para el PAS y con el ro-
dizonato sdédico. Los precipitados calca-
reos, tan abundantes a los 3 dias, se han
reducido apreciablemente de tamano.

A partir de las zonas indemnes del en-
dostio se inicia una activa neoformacion
Osea que resulta en la formacién de finas
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espiculas de osteoide apuestas sobre la
superficie enddstica de la cortical o tam-
bién a una cierta distancia de ella, en los
casos en que el endostio resultd despega-
do por la hemorragia. Es interesante se-
Aalar que las espiculas se depositan tan-
to en contacto con hueso viable como
sobre el hueso necrosado y que, aunque
en menor medida, existe también aposi-
ciéon Osea en contacto con las trabécu-
las de la esponjosa primaria.

En la cavidad medular, ademds de los
procesos de remocion del material ne-
crotico caleificado, v de la fagocitosis
de la sal de plomo, se advierte una mds

Fa. 4.---Los hallazgos en la zona de osifica-
cién endocondral varian notablemente de unas
dreas a o:ras, En la fotografia vemos la
aposicion de un hueso fibrilar joven sobre
las trabéculas preexistentes. Ello parece es-
ter claramente en relacién con la preser-
vacién o des‘ruccion total del tejido medular.
Jun:o a la presencia de abundantes macrdfa-
gos sz observa una médula fibrosa. (15 dias
después de la administracion de acetato de
plomo).
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clara delimitacion de las dreas mnecroti-
cas, una proliferacion de elementos de
tipo fibrobldstico y una acumulacién cre-
ciente de macrofagos que toman en algu-
nas pocas ocasiones la forma de células
gigantes de cuerpo extrafio. En la adver-
tencia de los vasos nutricios es particu-
larmente intensa la infiltracién de ele-
mentos macrofagicos.

3. Hallazgos a los 15 dias,

El fémur de uno y otro lado inyectados
con tres dias de diferencia, presentan un
cuadro histolégico similar. El examen
histolégico muestra una acentuacién de

%

Fig. 5.-——La tormacién de endofitos de origen

enddstico es evidenie en la figura. En ella,
en‘re la compacta diafisaria v el hueso neo-
formado se interpone una ancha banda de
fibrosis. Ello es debido al desplegamienio del
endostio que, de modo sistemdtico. ocurre
tras la inveccién de acetato de plomo. Ob-
sérvese la notable recuperacién de la mé-
dula d¢sea hematopovética. H. E. (15 dias
dzspués de la administracién de acetato de
plomo).
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Fig. 6-—Una curiosa imagen es la gue ofre-
ce la arteria nuciricia en la cual, aparte de
la cacificacién parietal, la trombosis y la
racanalizacidén, se observa el desarrollo de
espiculas  dseas depositadas por osificacion
conjuntiva sobre destritus celulares. Estos de
modo constante muestran una fuerte positivi-
dad cuando se colorea con el PAS, comn
en la presente figura (15 dias después de la
a”ministracion de acetato de plomo).

los procesos ya senalados a los 6 dias.
La osteoporosis de la mitad interna de
la cortical ha alcanzado su mdximo de-
sarrollo gracias a la actividad osteoclds-
tica, pero se inicia en algunos puntos el
proceso de reconstrucciéon de osteonas, a
nivel de la compacta diafisaria osteopo-
rotica. La neoformacion dsea es patente
también a nivel del periostio y cobra
gran incremento sobre las trabéculas me-
tafisarias, donde parece ya terminada la
remocién de las areas necréticas. No es
infrecuente observar que las espiculas de
hueso neoformado contienen en su inte-
rior restos de hueso endocondral preexis-
tente. Sin embargo, la mdxima actividad
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Fig, 7.—-La osificacion autlctona que tiene
lugar, independientemente de las esiructuras
Gseas preexistenie, en el inierior de la cavi-
dad medular se organiza en torno a delri-
tus celulares, entre los que son muy frecuen-
tes los perfiles de células adiposas. Se puede
apreciar claramente cémo las paredes celnlarss
sirven de cimisnto a la aposicién direcia del
hueso. (15 dias después de la adminisracidn
de acetato de plomo).

osteogénica tiene lugar a nivel del en-
dostio, constituyéndose extensas excre-
cencias endofiticas formadas por trabécu-
las ampliamente ramificadas que apare-
cen ncluidas en un tejido conectivo fi-
brilar ricamenie vascularizado.

En el resto de la cavidad medular se
observa un cuadro sumamente variado:

junto a una marcada disminucién del
tamano de las dreas necrdticas y una re-
cuperacién practicamente total de exten-
sas zonas de tejido hematopoyético, se
encuentran parcelas en las que la mé-
dula es fibrosa, y, finalmente, campos en
los que de modo autdctono, sin conexién
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alguna con las paredes del hueso, se ha
producido una viva osteogénesis. Estos
focos de osificacién se encuentran conti-
cuos a masas de material necrético, cal-
cificado vy fuertemente PAS positivo, o en
ln adventicia de los vasos nutricios. El
material necrético puede contener los per-
files de células adiposas sobre los que Ia
aposicidon 6sea sz verifica directamente,
con el resultado de formarse espiculas de
aspecto criboso.

4. Hallazgos a los 30 y 60 dias.

Durante este tiempo, los cambios ante-
riormente descritos progresan de modo
notable, configurandose definitivaments
por una parte, la ocupacién crecients del
espacio medular por la fibrosis, los en.

Flg. ¢.-—La persistencia de las
regrasivas  provocadas por la

alteraciones
inyeccién de
picmo es evidente a los 30 dias. Es patente
la presencia de gran nimero de macréfagos
con pigmento phimbico fagocitado. asi como
la intensa fibrosis.
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dofitos de origen enddstico y, la forma-
cién autoctona de hueso en relaciéon con
el coacctivo de la adventicia vascular.
Por c¢tro lado, el periostio, en medida
mucho menor que el endostio, da origen
a excrecencias endofiticas de distribucion
irrecilae gue se remodelan en sentido
haversiano. La reconstruccion de la com-
pacta cortical en su porcién interna e
ya completa a los 30 dias y sélo se dis-
tinguz de lo normal en el caricter fi-
broso de la matriz 6sea.

La novedad mds sobresaliente que se ma-
nifiesta en esta fase es la aparicién de
un desdoblamiento de la zona de proli-
feracion condrobldstica, con interposicién
de una banda de osificacién endocondral.
Esta doble linea de crecimiento estd irre-
gularmente constituida, pero en general
responde a la ordenacidn siguiente a par-
tir de la didfisis: una primera zona de
trabéculas de la esponjosa primaria fuer-
temente engrosadas a causa de un pro-
ceso de aposicion del tipo descrito en
fases anteriores: una placa de cartilago
metafisario. de grosor irregular; una nue-

Y
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Fig. 9.-—Vista panora-
mica de un corte trans-
versal de la didfisis. Se
aprecia claramente la
formacién de hueso
subperidstico (abajo y
a la izquierda), la re-
construccién de la
compacta, la abundan-
t> deposicion de hue-
so enddstico, la fibro-
siz medular de amplios
distritos 'y la presen-
cia de medula dsea he-
matopopyética en  zo-
nas bastante amplias,
sobre todo a la dere-
cha. Esta ‘magzn re-
presenta el promedio
de las alieraciones ob-
servadas a los 50 dfas
de la inyeccién de ace-
tato de plomo. (50
dias después de la ad-
ministracién de aceta-
to de plomo).

va zona de osificacién endocondral gue
origina trabéculas finas de orientacién
cambiante, que en algunos puntos que-
da inhibida en su maduracidn, estable-
ciendo puentes de cartilago con la pla-
ca metafisaria primitiva. Finalmente se
observa un cartilago metafisario de ras-
gos practicamente normales que se con-
tinta con la placa epifisaria y la epi-
fisis,

En la cavidad medular prosiguen los pro-
cesos de osificacion enddstica, la remo-
cion de la sal de plomo que resulta en la
aparicion de extensos acumulos de ma-
créfagos de contenido refringente crista-
line, y la ulterior evolucidén y crecimien-
to de las espiculas de hueso neoformado
en torno a los vasos y sobre las masas
de médula dsea necrdtica.

Los cambios son, Iégicamente mds acen-
tuados a los 60 dias que a los 30 de ini-
ciado el experimento. La afectacién asi-
métrica del cartilago metafisario da por
resuftado una angulacién notable de la
epifisis con respecto a la diafisis,
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la notable fi-
brosis de la médula y el diferente signo que
a los 50 dias toma la osificacion de origen

Fig. 10.—Imagen que ilusira

endostico. Hay trabéculas neoformadas que
ya han cesado en su crecimiento y que apa-
recen desprovistas de ribete osteobldsiico.
Junto a ellas, en otras se observan imégenss
de activa proliferaciéon osteobldstica, con osi-
ficacién en pleno florecimiento.

Grupo 11

Estos animales recibieron tres inyecciones
intraéseas de acetato de plomo en el fé-
mur derecho y fueron estudiados a los
30 y 60 dias de iniciado el tratamiento.

En esencia los hallazgos son similares a
los descritos en el grupo anterior, con
la diferencia de que la necrosis afect
practicamente a la mayor parte de la mé-
dula dsea y a la cortical diafisarias. En
consecuencia, los fenémenos de recons-
truccién eran comparativamente mds ex-
tensos, lo cual se ponia de manifiesto de
modo preferente en la masiva prolifera-
cién de hueso perigstico, que contrasta
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con la pobreza que muestra la forma-
cién de endofitos de origen enddstico. La
osteogénesis sobre los detritus celulares
PAS positivos de la cavidad medular era
también muy intensa vy las modificacio-
nes de la esponjosa primaria y de la zo-
na metafisaria no se distinguian préacti-
camente de los animales del grupo ante-
rior, Otro dato notable es la conversion
fibrosa casi total, a los 60 dias, de la mé-
dula ésea. en la que apenas se han con-
servado mas que algunos pequeiios focos
de tejido hematopoyético.

inferior del fémur dere-

Fig. 1l.—Exiremidad
cho del conejo 18, La asimetria del efecto del

acetato de plomo ha inhibido toia.menie el
crecimiento y la diferenciacién de la placa
metafisaria a la izguierda, en tanto que no
ha influido prdcticamznte en el crecimiento
del hueso a la derecha. Se observa de este
modo un gradiente de detencién del crzci-
miento que disminuye de izquierda a derecha,
que resulta en una angulacidon anormal de
la epifisis con respecto a la didfisis. (50 dias
dzspués de la administracion de acetato de
plomo).
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Fig. 12.—Fibrosis muy intensa en todos los espacios enire las trabéculas metafisarias.
No existen signos de proliferacién osieobldstica en esia zona en la que prdcticameznte se
ha extinguido la actividad del cartilago de crecimienio. (50 dfas después d= la administra-
cién de acetato de plomo).

Fig. 13.-Regién yuxtametafisaria de la cor-
tical femoral, En esta microfotografia se
muzsira la variabilidad en el desarrolio de ia
neoformacién  dsea subperidsica v enddsica
v log difvrentes grados de reabsorcidn de la
cta prin a que en algunos punios
ha dejado de existir. Los endofitos alcanzan
aqui un desarrollo  preponderante mieniras
que el hueso subperidstico posez un espesor
menar en la regién diafisaric media, (60 dfas
después de la administracion de acetato  de
plomo).
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Discusion

Los fendmenos histoldgicos observados
tras la administracion intradsea de ace-
tato de plomo cursan segun una secuen-
cia claramente definida que comprende
las siguientes fases:

. Necrosis., Practicamente todos los ele-
mentos constitutivos del hueso pueden
quedar lesionados irreversiblemente por
la accion necrosante del acetato de plo-
mo: médula Ssea diafisaria v epifisaria,
placa de crecimiento metafisario, corti-
cal, vasos, etc. Sin embargo, la distribu-
cién de la necrosis es parcelar, alternan-
do dreas que han permanecido indem-
nes junto a otras en las que la necrosis
total se hace patente mis o menos
pronto.

2. Muy precozmente se observa la yux-
tanosicion de fendmenos de remocion de
los tejidos necrdticos a signos histoldgi-
cos de reaccién proliferante de tejido
6seo, en la cual participan todas las es-
tructuras del hueso.

La cronologia de estas alteraciones esta
segun las observaciones precedentes, cla-
ramente definida y ofrece un grado eleva-
do de reproductibilidad, por lo que pue-
de constituir un modelo experimental pa-
ra estudiar la reactividad de las estruc-
turas 9gseas. tanto desde un punto de vis-
ta de la dindmica celular como de Ia res-
puesta del hueso como Grgano.

1. La necrosis.

El efecto que domina el cuadro histold-
gico en los dias inmediatos a la adminis-
traciéon intradsea del acetato de plomo
es la necrosis. Los diferentes componen-
tes celulures e intercelulares expresan es-
te hecho de modo distinto. Donde alcan-
za su mayor extension es en la médula
6sea, donde sobre el fondo homogéneo
de detritus celulares resultante de la ne-
crosis de coagulacién, tanto de los ele-
mentos hematopoyéticos como de las ¢é-
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lulas adiposas y de la textura fibrilar,
se superpone una calcificacién focal am-
pliamente diseminada, Las sales de plo-
mo, y concretamente el acetato, tienen un
efecto calcificante directo 1, cuando se
depositan en el seno de los tsjidos. Lo
cual ha sido explicado por Selye "% pos.
tulando que los calcificadores directos
atraen calcio a ciertas estructuras (par-
ticularmente las fibras conectivas y las
¢lulas adiposas} de modo similar a co-
mo un mordiente es capaz ds preparar
un tejido para captar un colorante. Lo
mismo ocurre en focos m4s 0 menos ex-
lensos que atrapan trabéculas de la es-
ponjosa primaria, un espesor variable de
la placa cartilaginosa epifisaria, la com-
pacta diafisaria y la médula de las epi-
fisis.

Merzce un comentario detallado la mor-
folog’a de los cambios de la cortical ne-
crosada. En primer lugar, la calcifica-
cién. Es evidente que no se trata ni de
adsorcion de calcio sobre la zona de apo-
sicién osteoide de alto contenido en mu-
copolisacdridos dcidos ni de la minera-
lizacién d=] hueso maduro que, por el
contrario fija sales de calcio con gran
firmeza . Se trata de una incrustacién
plomo-calcdrea de los espacios haversia-
nos v de los conductos de Volkmann que
s¢ extiende hasta alcanzar las lagunas
Oszas e incluso a la substancia interce-
lulur, particularmentz a las fibras cols-
genas. Hste fendmeno que también pue-
de observarse en el hueso humano, es-
pecialmente después de los 70 afios en
que pusde afectar hasta un 159 de la
cortical, ha sido denominade micropetro-
sis por Frost®. La fuerte basofilia de
estas estructuras puede ser -indicativa de
la presencia de abundantes fosfatos en
ellos .

La presencia de nzcrosis en el tejido dseo
se fundamenta sobre el hallazgo de pic-
nosis nuclear y autolisis de los osteocitos
que da origen a lagunas vacias. La ma-
triz 6sea desvitalizada se distingue por
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una acidofilia creciente en comparacion
con el hueso normal 8, En el material
procedente de los animales del grupo I
A ninguno de estos rasgos era reconoci-
ble y no se hicieron patentes hasta dias
mas tarde. en los animales del grupo I B.

Un hallazgo frecuente ha sido la presen-
cia de hemorragias subenddsticas que
desprenden la membrana de su insercion
normal en la cara interna del hueso dia-
{isario, Ello es de facil explicacién: la
porciéon de la cortical préximo al con-
ducto medular, en la que predominan las
necrosis, estd muy abundantemente irri-
gada. La presencia de necrosis en los
elementos vasculares de los conductos ha-
versianos y de Volkmann es evidente des-
de el primer momento y la hemorragia,
junto con la trombosis, son las conse-
cuencias obligadas. En la patologia ex-
perimental esta hemorragia enddstica es
observada de modo constante tras la apli-
cacion de calor ¥, ultrasonidos - 7.

2. La reabsorcion del hueso necrotico.

La reabsorcion del hueso necrético es
muy diferente seglin se trate de una ne-
crosis aséptica o infectada. En este dltimo
caso se produce una delimitaciéon del
hueso muerto que se convierte de este
modo en un secuestro. En el caso de la
necrosis dsea aséptica se ponen en juego
diferentes mecanismos que van a con-
ducir a la sustitucién progresiva del hue-
so muerto por hueso neoformado o por
tejido conjuntivo.

El primer signo de reabsorcidén que se
observa es la cortical necrética es el
aumento de tamafo de las lagunas dseas
que, ya en los animales inyectados seis
dias antes, aparecen desprovistas de os-
teocitos, Estas lagunas presentan dimen-
siones superiores al doble de las que ex-
hiben ordinariamente osteocitos viables.
Su borde suele ser ligeramente basdfilo.

Por otra parte, la textura de la corti-
cal aparece notablemente reducida a cau-
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sa del ensanchamiento de los canales ha-
versianos y de la aposicién de vasos que
desde la médula penetran a través de
canales perforantes de Volkmann y rami-
ticindose abundantemente crean un gra-
do muy marcado de osteoporosis en la
vertiente cortical que mira a la médula.

Finalmente, la actividad reabsortiva estd
representada por la presencia de nume-
rosos osteoclastos que se localizan de
modo preferente, por no decir exclusivo,
en las superficies condrales libres, es de-
cir, en la zona de contacto del periostio
con las trabéculas mdas periféricas de la
esponjosa primaria, el cual es un lugar,
en condiciones normales y mientras el
husso crece, de exaltada actividad os-
teccldstica,

El andlisis de esta actividad reabsortiva
plantea la interesante cuestion referente
a la relacion osteocito-reabsorcién de hue-
so, por un lado, y, por otro, la posibi-
lidad de que el tejido conectivo de los
espacios medulares participe en la remo-
¢ién del hueso.

La idea, segin la cual el osteocito es
una célula comprometida en la doble
funcién de depositar y remover tejido
dseo, no es nueva, pero ha sido revalo-
rizada recientemente gracias a los traba-
jos de Lipp ™, de Belanger y col. 10,

La aparicién de bascfilia 1 o la PAS
positividad intensificada en los bordes de
las lagunas dseas %', que han sido ob-
servados en los conejos de los Grupos
I-B y I-C del presente trabajo, son con-
siderados rasgos tipicos de este tipo de
reabsorcién, para la que Belanger y col.?
propone la denominaciéon de osteolisis.
En favor de este postulado estin el he-
cho de que los osteocitos comprometidos
en la reabsorciéon de hueso presentan un
elevado contenido en fosfatasa alcalina 1,
aminopeptidasa " y otros fermentos pro-
teoliticos *. Por medio del microscopio
electrénico, Belanger y col.'® han mos-
trado la presencia de vesiculas osmidfi-
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las, probablemente lisosomas, en el cito-
plasma de osteocitos alojados en lagunas
notablemente ensanchadas y confluentes
con las vecinas y cuya organizacién ci-
topldsmica era muy diferente de la pre-
sentada por los osteocitos recientemente
ingresados en el interior de los sistemas
laminares, los cuales mostraban una gran
similitud estructural con los osteoblastos
{(riqueza en reticulo endopldsmico rugo-
so). Puede aqui sefialarse de paso que
Follis # sostenfa la posibilidad de que
los mismos osteoblastos podian, en deter-
minadas fases de su actividad, reabsor-
ber el hueso en lugar de aponerlo.

Contemplamos asi confirmado, con ar-
gumentos histoquimicos y ultramicrosco-
picos, el concepto de oncosis que von
Recklinghausen creé en 1910 para de-
signar este tipo de reabsorcion dsea y
que ha sido revalorizado modernamente.

La cuestién relativa a la reabsorcidén por
parte dei tejido conjuntivo aparece mu-
cho menos aclarada. En este caso no se
trata de una reabsorcién intersticial, la
oncosis u osteolisis, sino de una demoli-
cion en superficie, similar a la atribui-
da a los osteoclastos. Ham 47 distingue
tres tipos de superficies de las estructu-
ras Oseas, es decir, aquellas que no es-
tdn en contacto con tejido dseo: las su-
perficies sobre las cuales hay deposicion
de nuevo hueso, las que son asiento de
reabsorcion osteocldstica y las superficies
en reposo, esto es, aquellas en las que no
estd en curso ni la aposicidén ni la remo-
cion de hueso, y que aparecen revestidas
por células aplanadas, sin la basofilia ca-
racteristica de los osteoblastos. Pues bien,
algunos autores admiten que en estas su-
perficies, en las que faltan osteoblastos
y osteoclastos puede realizarse una re-
absorcién de hueso. El ejemplo mads ti-
pico de la reabsorcién reptante que se
observa en el reemplazamiento de los
transplantes de hueso %, El establecimien-
to de una reabsorcién por tejido conjun-
tivo sin osteoclastos ha sido sefialada por
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Starr 1" como la causa del retardo en
la consolidacién de las fracturas e inclu-
so de la formacién de pseudoartrosis.
Gorham #- %% han invocado, como re-
sultado de los exdmenes de material cli-
nico y experimental, el papel decisivo
que la proximidad de vasos hiperémicos
(ya sea por estasis como por hemangio-
matosis difusa) tiene sobre la reabsorcién
de]l hueso, sin el concurso de osteoclas-
tos. Por otra parte, Fell y Mellanby % han
podido comprobar en un estudio sobre
cultivos in vitro enriquecidos en vitami-
na A cémo se produce una disolucién
notable de los huesos embrionarios sin
la participacién de osteoclastos.

El tercer aspecto de la reabsorcidén dsea
al que hayv que prestar atencién es a la
aparicién de una cantidad anormalmente
elevada de osteoclastos. Ya se indicé en
la descripcién de los hallazgos que su ni-
mero estaba francamente crecido en la
zona de las superficies condrales libres,
en las que en condiciones normales sue-
len ser muy abundantes ya que, en el
hueso en crecimiento, ésta es un drea de
intensa remoderacién del hueso 3 %, Eran
también muy abundantes en las trabécu-
las metafisarias centrales y en menor nu-
mero, estdn también presentes en la ca-
ra enddstica cortical. Con respecto a su
evolucién temporal, el maximo de la ac-
tividad osteocldstica se observé entre los
dias 6 y 15, siendo antes prdcticamente
inexistente y declinando después de mo-
do claro, pues a los 30 dias no se obser-
vo una osteoclasis superior a lo normal.

Aunque existen muchos puntos pendien-
tes de aclaracion definitiva relativos al
origen, funcién, destino y duracién de la
accion de los osteclastos ¥ 6-92 yna
cuestion que debemos plantearnos se re-
fiere a las causas de aumento del nime-
ro de los osteoclastos. Hoy dia se acepta
de modo general que los osteoclastos no
representan una estirpe fija y separada
de células, sino que se diferencian a par-
tir de elementos precursores a medida
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que las circunstancias lo exigen %, lo cual
ha sido repetidamente demostrado por
medio del marcaje con timidina tritia-
da %1% Cuales puedan ser estas célu-
las precursoras es un asunto sobre el que
no se ha llegado a um acuerdo, habién-
dose seflalado que podrian ser los os-
teoblastos 11+ 115 Jos opsteocitos, células
mesenquimales 92 células de naturaleza
indeterminada 8 57, Young!*, como con-
secuencia de sus investigaciones cred
el concepto de célula osteoproge-
nitora de la cual hace derivar todos
los elementos esqueletégenos, conce-
diendo al osteoclasto una gran capaci-
dad de renovacion, en el sentido de cre-
cer por incorporacién de nicleos, a la
vez que pueden simplificarse e incluso
desaparecer por una postulada pérdida
de nicleos. El acuerdo es mds undnime
sobre la cuestién de cudl es el modo de
originarse este tipo celular, habiéndose
desestimado que la mitosis o la amito-
sis constituyan el mecanismo de su for-
macién y aceptdndose que se forman por
la fusién de células uninucleadas, e in-
cluso que este proceso es reversible, de
tal manera que un proceso de fusién pue-
de originar individuos de menor tama-
fio » ¥, Lipp 7 sostiene que para la reab-
sorcién dsea NO es necesario que exista
ninguna transformacién celular, pues el
osteolbasto puede ser modulado para re-
absorber hueso, convirtiéndose asi en un
osteoclasto mononucleado, para el cual
propone la denominacién de osteoliocito.

Hay un aspecto relativo a esta compleja
cuestion de la génesis de los osteoclastos
en la que ciertas observaciones del mate-
rial presentado pueden permitir hacer al-
gunas sugerencias. Se trata del hallazgo
de células multinucleadas en contacto con
hueso, con morfologia evidentemente os-
teocldstica en cuyo citoplasma existe un
pigmento que responde positivamente a
la reaccién del rodizonato sédico y que
participan por ello en los rasgos carac-
teristicos de los osteoclastos y de las cé-
lulas macrofdgicas multinucleadas del ti-
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po de cuerpo extrafio. Se puede pensar
gue sean, simplemente, osteoclastos que
al reabsorber las zonas de hueso que es-
tan revestidas por un ribete de precipi-
tado cristalino que contiene plomo, han
acumulado este material en su citoplasma
y después de perforar esta capa conti-
nuaran su accién demoledora sobre el
hueso. O bien, que se trata de células
macrofdgicas ordinarias que tanto pueden
fagocitar un material extrafio como reab-
sorber hueso. No hay que olvidar que,
entre las teorias que quieren explicar el
origen del osteoclasto, se cuenta la que
postula una ascendencia histiocitaria, lo
cual fus ya propuesto por Pommer ® vy
Lacoste 7, Hancox *® % considera que es-
ta es, por muchas razones, una hipdtesis
muy razonable,

Sean las células precursoras, de cualquie-
ra de los tipos sefalados, o de varios de
ellos a la vez, el hecho es que los osteo-
clastos han aumentado en mimero. El es-
timulo para esta produccién exaltada de
osteoblastos puede ser explicada, en los
animales examinados, por un doble ca-
mino: que se haya producido una esti-
mulacién directa de las células precurso-
ras 0 que el efecto se haya producido en
el hueso mismo, el cual responde emitien-
do estimulos que provocan la aparicién
de los osteoclastos. Hoy dia se admite
Gue la primera posibilidad es muy poco
verosimil, pues se ha acumulado una
gran masa de pruebas que tienden a de-
mostrar que si no existe una alteracion
de las sales de calcio o en la matriz no
colagénica del hueso no se promueve la
produccién de osteoclastos, Hoy sabemos
que el plomo se deposita en el hueso,
substituyéndose al calcio como fosfato
plimbico insoluble, quizd incorporando
en la estroctura cristalina del apatito?,
de Ta cual es removido junto con el cal
cio. Tanto el depdsito como la movili-
zacion se verifican a nivel del hueso tra-
becular ®* y los factores que regulan la
deposicién y movilizacién del calcio en
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el hueso, actian sobre el plomo en el
mismo sentido .

Es posiblemente esta alteraciéon de la
constitucién mineral de hueso, en la que
el plomo reemplaza al calcio, el factor
que provoca la aparicién de la osteocla-
sia. Rutishauser, Brocard y Bianchi, de-
terminaron que en cobayo se manifesta-
ba una osteoclasia a nivel del maxilar in-
ferior ya francamente desarrollada a las
7 horas de administrar una inyeccién de
cloruro de plomo, aunque no pudieron
afirmar que se tratase de un efecto di-
rccto sobre el hueso o a través de una
mediaciéon por medio de una activacién
de las paratiroides.

Como es bien sabido, la hormona para-
tiroidea es el regulador fisioldgico de la
actividad osteocldstica, tal como lo de-
muestra la enfermedad dsea de von Rec-
klinghausen, en la cual el factor causal
es una adenoma paratiroideo, o la in-
yeccién experimental de extractos para-
tiroideos . En los animales de nuestra
experiencia se demostrd una franca hi-
perplasia paratiroidea en los grupos sa-
crificados a los 15 y 30 dias. Sin embar-
go, en ese momento, ¢l numero de os-
teoclastos no estaba significativamente
elevado tanto en los huesos inyectados
como en los no inyectados. Esta coinci-
dencia un tanto inesperada podria expli-
carse tentativamente del siguiente modo:
podrfa postularse que el calcio que la
hormona paratiroidea moviliza no fuese
el del esqueleto exclusivamente sino, e
incluso preferentemente, el que pudiera
removerse de los depdsitos calcdreos pre-
sentes en las dreas de necrosis. Realmen-
te es un hecho un tanto insdlito que se
produzca una desaparicién tan rdpida co-
mo la que hemos observado del calcio
depositado en los focos necréticos del
hueso, ya que estamos acostumbrados a
pensar que los focos de calcificacién tien-
den a persistir de modo indefinido. La
actividad macrofdgica que se observa di-
fusamente en la médula dsea, pero que
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sz manifiesta muy intensamente en la re-
absorcion del plomo, podria haber sido
el instrumento encargado de reabsorber
el calcio junto con el plomo y contribuir
asi a restablecer la normalidad metabdli-
ca. Recuérdese que el origen macrofdgi-
co —histiocitario de los osteoclastos es
uno de sus posibles origenes— y podria
suponer que los macréfagos fueran, en
estas condiciones, susceptibles de ser ac-
tivados por la parathormona. En caso
de ser aceptable esta hipdtesis, podria
postularse igualmente que la calcificacion
masiva de la médula necrética observada
en los primeros 6 dias estarfa acompaiia-
da de una activacion osteocldstica, ya que
la avidez por el calcio de los focos de
necrosis provocaria una transmineraliza-
cién, en el sentido de un desplazamiento
de las sales de calcio del esqueleto a los
tejidos necrosados. Una vez que éstos es-
tuvieran saturados, ya no movilizarian
ma4s calcio del esqueleto, sino de los fo-
cos de calcificacién distrofica que cons-
tituiria probablemente una forma més fé-
cilmente asequible de calcio para la neo-
formacién de hueso y para compensar la
probable hiperfosfatenia causada por el
dafio renal.

Al tratar de los cambios vasculares, hare-
mos referencia a la posibilidad de que
ellos hayan intervenido en la génesis de
la reabsorcién osteocldstica.

3. Alteraciones a nivel de la placa epi-
fisaria.

En este apartado se prestard atencion so-
lamente a aquellos rasgos especificos del
aparato de crecimiento longitudinal del
hueso, ya que todo lo relativo a la apa-
ricién del hueso neoformado se trata en
la seccion de osteogénesis,

Las alteraciones de la placa epifisaria
comprenden en primer fugar una necrosis
focal con incrustacion plomo-calcdrea,
que es seguida de un proceso de remo-
cion. Pero lo mds importante es el tras-
torno de la maduracion que implica una
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inhibicién de crecimiento longitudinal del
hueso de cardcter transitorio, que se de-
tecta desde el comienzo de la experien-
cia hasta un momento comprendido entre
los 15 y los 30 dias. En este momento se
observa la aparicién de una doble linea
de crecimiento: la una, que representa
los restos méas o menos preservados de la
que existia en ¢l momento de la inyec-
cién de acetato de plomo: la ofra que
es el resultado del crecimiento y madu-
racion de la zona basal del cartilago epi-
fisario, dotada de valor morfogenético y
que asume desde el momento de su for-
macién el papel de disco epifisario efi-
caz. A causa de la intensidad irregular
con que se ha afectado esta estructura,
es también irregular la capacidad de ha-
cer crecer al hueso en longitud, circuns-
tancia que se demuestra con gran pre-
cisién en el conejo 18,

;,Cudl es la interpretacion que puede
darse de este fendmeno? Es esta una
cuestién importante, pues gran parte de
las imprecisiones existentes en torno a la
naturaleza de la osteopatia metdlica pro-
cede de considerar unilateralmente que
sea similar a uno de dos modelos tipicos
de la patologia dsea: al raquitismo o a
la osteodistrofia fibrosa cuando, en rea-
lidad. como ocurre en nuestros animales,
las dos pueden combinarse.

Eger v Laup # al revisar la patologia del
raquitismo inducido por el estroncio, ana-
lizaron a fondo la cuestion. La revisién
de la bibliogratia les mostrd, limitando
la discusion al plomo, que éste ha sido
alineado entre los metales inductores de
una alteracidn raquitoide por algunos 104,
mientras que otros® 1o consideran
como un tipico productor de osteitis
fibrosa generaliza, cosa que posterior-
mente han sostenido Selye, Gabiani y Tu-
chweber ¢y Starcich, Chizzola v Ras-
telli 117,

En la clinica humana predomina la al-

teracién raquitica en los nifios3h ¥, y es
tipico observar en ellos, una vez que
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ha cesado la exposicién al plomo, que
se reanuda el crecimiento y en tal mo-
mento aparece una “linea de plomo” de
densidad aumentada en la radiografia,
Este hecho, que ha sido comprobado his-
tologicamente por Follis!' y Bennet !, se
ha reproducido en nuestros animales de
los grupos: 14,15 111y II2 Y han
sido observados también por Hass,
Brown, Eisenstein y Hemmens *® en co-
nejos intoxicados crénicamente con ace-
tato de plomo por via oral,

Sissons 17, ha revisado la morfologia y
funcién de la placa epifisaria, al tratar
de las alteraciones patoldgicas de esta
importante estructura constituida por ele-
mentos tan complejos, que han de inte-
grarse de modo muy ajustado para que
el crecimiento en longitud del hueso se
realice normalmente.

Ante los multiples factores que pueden
perturbar el desarrollo del cartilago de
crecimiento, es dificil sefialar patrones
de reaccion caracteristicos. En el caso de
nuestros animales creemos que se trata
de una inhibicién transitoria del creci-
miento y la diferenciacién que se recu-
pera mds o menos perfectamente y que
se debe a la destruccién de numerosos
elementos de todas las capas de la es-
tructura que necesitan un plazo de tiem-
po para recuperarse, dejando como se-
cuela una banda de cartilago inhabil pa-
ra recuperar su capacidad de crecimiento
y diferenciacién que persiste en forma de
una “‘linea de crecimiento”,

En consecuencia, la alteracidon observada
no es estrictamente raquitica, en la que
lo esencial es el impedimento de la osi-
ficacién endocondral con una aceptable
preservacién de la proliferacion con-
dral *, ni tampoco puede inscribirse en
el circulo de las alteraciones liticas del
aparato de crecimiento de tipo de las in-
ducidas por la inyeccién de papaina® y
de aquellos mecanismos que traen consi-
go una fuerte activacién de los lisosomas
como son la misma papaina, la vitami-
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na A y la cortisona %1% ] as semejanzas
mds proximas son las observadas, por
un lado, en las situaciones de deficien-
cia nutritiva general® o al estado resul-
tante de una alineacién defectuosa de la
epifisiolisis infantil o de una intervencién
experimental o quirtrgica en la que se
interpone un fragmento de hueso en el
borde metafisario, con lo cual resulta un
cierre prematuro parcial y excéntrico de
la placa epifisaria, que al continuar su
crecimiento en la parte no cerrada resulta
en una deformidad angular progresiva de
la epifisis 17~ 59,

4. Neoformacion de hueso.

Ha sido este uno de los aspectos mds
expresivos desde el punto de vista mor-
fologico en la reaccidon del hueso o la
inyeccion de plomo. Los primeros signos
de neoformacién dsea se observan a los
6 dias de practicada la inyeccién vy pro-
sigue vigorosamente durante todo el fiem-
po de las observaciones realizadas. Todas
las estructuras del hueso contribuyen a
esta osteogénesis reactiva: el tallo diafi-
sario, en el que, tras la reabsorcién de
las zonas necrosadas gue se traduce en
forma de una osteoporosis, configura nue-
vos sistemas haversianos, el periostio, que
da origen a pequefas excrecencias exofi-
ticas 0 a una capa continua subperidstica
de gran espesor: el endostio construye
abundantes endofitos que, en algunos ca-
s0s, obturan amplios campos de la cavi-
dad medular: sobre las trabéculas de la
esponjosa primaria se depositan espiculas,
en ocasiones muy abundantes; finalmen-
te, en plena cavidad medular e indepen-
dientemente de las estructuras Oseas pre-
existentes, se forma hueso en torno a los
residuos de necrosis de la médula dsea y
a la adventicia arterial.

Los puntos que se plantean en la inter-
pretacion de estos hallazgos son de varia-
da naturaleza. En relacién con la neofor-
macién de hueso que se puede atribuir
a los elementos normalmente esqueletdge-
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nos (hueso diafisario, endo y periostio,
hueso esponjoso metafisario) se trata fun-
damentalmente de determinar cudl pueda
ser el estimulo para la iniciacién de esta
osteogénesis. En el caso de la osifica-
cién independiente de estructuras osteo-
formadoras, habia que dilucidar, por una
parte, qué estimulo la pone en marcha
y. por otra, qué células adquieren la
capacidad de formar hueso.

En los ultimos afos se ha tratado de
profundizar experimentalmente en la na-
turaleza y condicionamiento del proceso
de la osteogénesis. En general, se puede
afirmar que la osteogénesis es el resul-
tado de la actividad del osteoblasto, el
cual es una célula que ha sido modulada
para la sintesis de la matriz dsea % 1%,
Pero es neczsario determinar cudles son
las respuestas a muchas preguntas sobre
cudl es el origen de estas células, ya que
si admitimos su origen mesenquimal, hay
que discernir si todos los elementos del
mesénauima son capaces de formar hue-
so o sélo algunas poseen un potencial es-
quelotégeno y cudles son los factores am-
bientales que pueden poner en acto ese
potencial y pueden frenarlo una vez ac-
tivado, v en qué consiste justamente ese
potencial osteogénico.

Este conjunto de problemas se replantea
siempre que vemos constituirse hueso, ya
sea en condiciones normales y patologi-
cas. La morfologia de la osificacién nos
es hoy bien conocida, tanto a nivel de
la microscopia convencional #7- 82 % como
de la microscopia electrénica 6. 65. 6 v 68 y
de la histoquimica 1% %78 y_ sin embar-
g0, no estd claro de ningin modo cudles
son los factores que determinan que en un
momento dado el mecanismo bioquimico
de la célula se coordina para la forma-
cién de esta compleja muestra de subs-
tancia fundamental y fibras que puede
mineralizarse, Se conoce la influencia de
factores tales como la tensién de oxigeno,
las tensiones o presiones, potenciales eléc-
tricos, etc., que son capaces de estimular
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a las células con la informacién genética
necesaria, activando selectivamente a los
genes implicados. Esta interaccion de fac-
tores genéticos con los microambienta-
les ha sido revisada en sendos articulos
por Young'¥ y Voogd van der Straa-
ten 124,

De las observaciones que hemos realizado
en este trabajo, los puntos que merecen
una mayor atencién son los siguientes:

1. Qué factores han determinado Ia
reactivaciéon osteoformadora a los ni-
veles donde ésta ocurre normal-
mente.

[\

Qué origen puede atribuirse a las cé-
lulas osteoformadoras que manifies-
tan su actividad especifica en niveles
donde normalmente no existen.

I. Son muchos los agentes que pueden
activar a elementos guiescentes o inducir
a elementos potenciales con el resultado
comin de la neoformacién del hueso.
Pritchard # sefialé que los estimulos ope-
rantes en condiciones normales, dentro v
fuera del periodo de crecimiento del
hueso, pueden ser de indole mecénica,
nutricional, hormonal y circulatoria. Por
otra parte, cualquier estimulo patoldgico,
de fndole traumadtica. o metabdlica pue-
de despertar la actividad de las células
del blastema osteogénico que hasta ese
momento no habian sido estimuladas. La
necrosis del hueso ha sido considerada
como uno de los mas activos provocado-
res de la osteogénesis cuando es de tipo
aséptico. En lugar de formar un secues-
tro es reforzada por aposicion de hueso
enddstico y peridstico y reemplazada len-
tamente por hueso vivo. Esto no se reali-
za a través de una reabsorcién fibrosa u
osteocldstica de modo exclusivo como
han afirmado Rouiller y Majno %7, sino
que en el proceso colabora igualmente un
reemplazamiento intersticial parcial que
sobre porciones todavia necrdticas es ca-
paz de aponer hueso nuevo, como he-
mos visto en algunas ocasiones que
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ocurria en nuestros animales, cosas tam-
bién comprabadas por Urist y Johnson 2.
Es mi4s: se considera que el proceso nor-
mal de remodelamiento de la cortical,
~con reabsorcién y reconstruccién de sis-
temnas haversianos tiene como estimulo
creencial la muerte de los osteocitos
El hecho de que normalmente
se atribuye la muerte celular a la defi-
cencia en la nutricién vy ésta, en el hueso,
estd fntimamente ligada a un buen aporte
sanguineo, ha trafdo consigo la introduc-
cion de factores circulatorios como deter-
minantes tanto de la reabsorcidn como
de la deposicién del hueso.

53,52

Rutichauser ha revisado la importancia
dzl compornente vascular en el desarrollo
de Ta patologfa del hueso. Especialmente
aquéllas circunstancias en las que se de-
carrolla un éstasis crénico condicionan
=1 desarrollo de la aposicién dsea con
tal de que la situacién no sea tan extre-
ma ouz se nroduzca la necrosis total del
hueso. La secuencia de fendmenos, con
disminucién de la hemopoyesis, prolifere-
cion reticular que ahoga a sinusoides y
células adiposas, activacién osteobldstica
sobre ¢l hueso sano y formacién de es-
n‘culas Gseas en conexién con las tra-
¢culas esnonjosas preexistentes, son las
consecuencias que la trombosis vascular
por la inyeccién de trombina. Estos cam-
bios son nparalelos a los descritos por
Stodtmeister y Sandkuhler 2 como con-
secutivos a la mielitis serosa que termina
en el cuadro de la osteomielosclerosis,
idea de la que también participa Rohr.

En fin de cuentas, sean las consecuencias
de Ia necrosis, sea ya directamente cau-
sada por el plomo o secundaria a los
trastornos circulatorios. estd claro que
junto a la reabsorciéon se produce una
marcada aposiciéon dsea en todos los ni-
veles donde previamente existan células
con capacidad osteoformadora.

2. Uno de los hallazgos mds interesan-
tes que hemos hallado es el relativo a la
neoformacién de hueso sobre los depdsi-
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tos necrdticos presentes en el interior de
la médula ésea, lo cual sugiere de en-
trada un proceso de induccidén sobre cé-
lulas competentes que son moduladas a
formas de hueso.

No es nuevc el fendmeno, pues se ha des-
crito con reiteracion que el transplante
de médula dsea a lugares distintos de
su emplazamiento normal, conduce a la
formacién de hueso %3272 El orden de
las células que se diferencian a osteoblas-
tos no parece definitivamente aclarado,
pues es dificil obtener la seguridad de
que los fragmentos medulares transplan-
tados carezcan de osteoblastos del hueso
del que han sido tomados. Por otra par-
te, la poblacién celular medular tan hete-
rogénea, pues comprende células hemo-
povéticas, reticulares y elementos del
endostio, se ha considerado por algunos
como una mezcla de linsas celulares ca-
paces de transformaciones mutuas dentro
de ciertos limites !5 8. Hasta ahora no se
ha decidido de modo claro la cuestidon,
va que es dificil elegir entre las posibles
alternativas de un efecto inductor del
teiido vecino sobre células medulares in-
diferenciadas, de un desenmascaramiento
de la propensién inherente de la médula
para formar hueso o del desarrollo por
el propio tejido medular transplantado
de un sistema autoinductor que conduce
a la diferenciacion osteobldstica 39 46 7.
120,122 Burwell 1°, piensa que ciertas subs.-
tancias liberadas por la necrosis de la
médula 6sea y del propio hueso tendrian
un efecto osteogénico.

Las imdgenes observadas por nosotros,
en las que repetidamente se iniciaba la
formacién de hueso en contacto con ma-
terial fuertemente PAS positivo que ro-
deaba e impregnaba los detritus celula-
res, merece una breve consideracién.

Este material estaba fuertemente impreg-
nado de calcio, por lo que, en cierto
modo, imitaba la composicién del carti-
lago calcificado, que posee una marcada
tendencia a ser substituido por tejido
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6seo ™, como ocurre en los cartilagos tra-
queales de los individuos de edad avan-
zada, y en otras circunstancias .

Eger» y Knese %, afirman que, el pro-
ceso de mineralizacién del hueso se rea-
liza por la absorcion de calcio sobre un
osteocito ligeramente PAS positivo, con
gran contenido de mucopolisacdridos aci-
dos v que revela una unién laxa de calcio
con el substrato, mientras que en fase
m4as avanzada la sustancia fundamental
es fuertemente PAS positiva {abundantes
mucopolisacdridos neutros) y ha fijado
muy fuertemente el calcio. Es concebible,
pues, que todas aquellas estructuras que
contengan una cierta riqueza en muco-
polisaciridos que por si mismos funcio-
nan como excelentes captadores de cal-
cio, puedan actuar como inductores de
Ia formacién de hueso cuando entran en
contacto con células de hecho o poten-
cialmente osteogénicas,

El hueso neoformado es preferentemente
de tipo plexiforme v sélo en las grandes
formaciones peridsticas, el hueso plexi-
forme inicial aparece contiguo a hueso
mis reciente de tipo laminar formando
el revestimiento interno de los conductos
haversianos que estin configurandose y
que transforman la arquitectura espicu-
lar radial iicial en una neocortical os-
tednica. Knese v V. Harnack ¢ han de-
mostrado  electromicroscépicamente la
identidad de constitucién de uno vy otro
tino, con la diferencia de la distinta
abundancia de osteocitos jovenes, polié-
dricos, muy semejantes a los osteoblatos
gue son mas numerosos en el hueso ple-
xiforme que en el laminar. Por otra par-
te, Schwarz v Pahlke ™ han observado
cambios en la periodicidad de las fibras
coldgenas en el hueso a medida que ma-
dura.

5. Alteraciones vasculares.

Como se ha senalado en cada uno de
los grupos de animales, las alteraciones
vasculares eran un hallazgo constante.
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Todos los vasos aparecen mas O menos
afectados en los lugares donde ha ocu-
rrido la necrosis. Necrosis parietal con
calcificacién y trombosis de la arteria
nutricia, gran ectasia de los sinusoides,
calcificacién de la pared de los mismos,
hemorragias de los vasos diafisarios qus
desprenden el endostio de su insercién
en mayor o menor longitud, etc.

Estos hechos plantean la cuestion rela-
tiva a su significacién en la génesis de
los cambios, tanto regresivos como pro-
gresivos, que se desarrollan en el hueso
tras la imveccion intradsea de acetato de
plomo.

En primer lugar, hay que afirmar que
aunque los fendmenos de destruccidn
vascular son muy extensos, no alcanzan
totalmente al hueso. Debe recordarse que
a un hueso largo llegan arterias indepen-
dientes: epifisarias, metafisarias, perids-
ticas y la arteria nutricia principal. Por
ello, el hecho repetidamente comprobado
de la anulacién de la artsria nutricia pue-
de ser compensada de modo méas o me-
nos adecuado por el aporte sanguineo a
través de las otras,

Dejando aparte ciertas cuestiones de me-
nor significacién, cual pueden ser las con-
secuencias morfoldgicas de la insuficien-
cia vascular arterial que trae consigo una
necrosis vy la reaccion osteoformadora
reactiva a la necrosis —asunto ya estu-
diado anteriormente— vamos a prestar
atencidén aqui a la significacién que los
trastornos circulatorios poseen como mo-
duiadores de la reactividad constructiva
o destructiva del hueso.

La importancia de Ja vascularizacién ha
sido realzada en grados diferentes. True-
ta 7, ha establecido una teorfa que co-
loca al endotelio en el punto central de
la histogénesis ésea, con lo cual a su sig-
nificaciéon de mecanismo auxiliar del me-
tabolismo se afiade la de ser el material
plastico para la morfogénesis. Por otra
parte, Leriche y Policard ™, Gorham y

N
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Stout ¥, Gorham y West *, han propuesto
del régimen mds o menos vivo de la
circulacion del hueso o la presencia de
vascularizacidon anormalmente desarrolla-
da son factores determinantes de la acti-
vidad formadora o destructora de hueso.
De acuerdo con este principio, y dejando
aparte otros factores de importancia
causal, se puede afirmar que la reabsor-
cién de hueso va acompafiada por hipe-
remia mientras que la neoformacién de
huesc se asocia a una disminucidén de
Ia circulacién local %,

Teniendo en cuenta que en el material
del nresente trabajo la neoformacién de
huzso predominé en los animales del
grupo I a nivel del endostio, en tanto
que en los del grupo II prevalecid la
neoformacién de hueso peridstico, pode-
mos preguntarnos si este modo de ver
I~s cosas puede ser aceptado. No cabe
duda que en el caso de los animales del
orupo [ a pesar de la extension de las
lesiones mnecrdticas, los dafios tisulares
causados por una sola inyeccién en cada
uno de los fémures han tenido menor
extension que en el caso de los animales
del grupo II en que se aplicaron tres in-
vecciones sucesivas en el mismo hueso.
Por tanto, se puede suponer que en estos
ultimos la circulacién diafisaria estuvie-
ra mucho mds perjudicada, con lo que
no seria congruente la conclusién de
que aqui la endofitosis dsea tenfa una
justificaciéon. Tampoco se encuentra una
justificacion a la proliferacién dsea de
origen peridstico en los animales del gru-
po 1I. Perc es mds: los estudios sobre la
microcirculacién de los huesos han reve-
lado qus la cortical diafisaria se nutre
fundamentalmente a partir de los vasos
medulares, al menos en su mitad inter-
na, que constituyen un sistema de aporte
muy desarrollado y activo '* %8 Como
la necrosis de los osteocitos es considera-
da como una lesion gue puede ser cau-
sada por la isquemia ™ habria que su-
poner que precisamente los vasos que
desde la médula nutren la cortical diafi-
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saria interna habrian de favorecer la apo-
sicion 6sea en lugar de haber determi-
nado la aparicién de una osteoporosis
muy intensa,

Un factor que debe ser tenido en cuenta
es la extraordinaria rapidez con que se
produce la proliferacién capilar y el re-
modelamiento del drbol vascular dentro
de la médula osea, el cual es capaz de
rescatar amplios distritos de territorios
de necrosis, y que, desde un punto de
vista patoldgico general, tiene la catego-
ria de un tejido de granulacidn, el cual
es determinado a una diferenciacion os-
teogénica o conectiva en dependencia de
factores que serdn estudiados mds ade-
lante.

Desde el punto de vista clinico y experi-
mental, se ha prestado una atencién pre-
ferente al estudio de la necrosis isquémi-
ca de las epifisis, dado su frecuente inci-
dencia en la clinica humana. El aparato
de crecimiento longitudinal del hueso es
una estructura dual en lo relativo a su
aporte vascular - 1% 1% Segiin los vasos
que sean destruidos a causa de un trau-
matismo © una intervencién quirtirgica
0 experimental, se producird una inhibi-
cion de la proliferacién del cartilago (si
se interrumpe la circulacién procedente
de la epifisis) o cesa momentaneaments
la osificacidn endocondral (si los vasos
metafisarios son inutilizados), que es re-
cuperada rdpidamente a causa de la re-
vascularizacion procedente del espacio
medular. Ya se analizd el cardcter mixto
(inhibicién tanto de la proliferacién co-
mo de la osificacién) por lo que habria
que postular una doble perturbacién
circulatorio, circunstancia para la que no
faltan datos de apoyo.

En conjunto, el papel de los trastornos
de la circulacién en la génesis de los fe-
némenos observados no puede deslindar-
se con claridad de los efectos directos
necrosantes del acetato de plomo. Con
toda seguridad ambos contribuyen al re-
sultado final de modo directo e indirecto,
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pero no es posible discernir la respon-
sabilidad de cada uno en el proceso.

6. El destino del plomo inyectado.

El destino del rodizonato sddico ha per-
mitido seguir la distribucion y evolucién
del plomo detectable histoquimicamente.
Ests técnica, empleada segin el proceder
sefialado por Lillie 7 y perfeccionada por
Pearse #', tras la decalcificacién con daci-
do sulfdrico-sulfato sédico es especifica
para el plomo.

Tras una primera fase en que encontra-
mos el material rodizonato positivo librs,
disperso, fundamentalmente en las dreas
de necrosis y adherido a la suverficie en-
déstica v a las paredes dseas de los con-
ductos de Volkmann y de Havers, sz
inicia una progresiva captaciéon del mis-
mo por elementos histiocitarios aue pue-
den. en parte, fundirse para constituir
células gisantes. Es interesante la evolu-
ciéon morfoldgica que experimenta el ma-
terial fagocitado, que de una forma ini-
cial difusa o finamente granular, se
transforma en masas cada vez mayores
an~ pierden color a la vez que ganan en
refringencia v cardcter cristalino. Ests
cuadro morfolégico sz puede observar en
su exnresion mdxima en los macrifagos
y células gigantes de los granulomas sub-
cutdneos en los animales del gruno III.

Las caracteristicas histoquimicas de es-
tas células captadoras de plomo son
isunlmente interesantes. La reaccién con
el PAS es en principio débilmente posi-
tiva y se va haciendo mas fuerte (grupos
[ 3 v I 4) para debilitarse notablemente
a los 50 dias (gruvo I 5) en que el mate-
rial fagocitado adquiere un cardcter cris-
talino.

La historia natural y las caracteristicas
histoquimicas de los complejos pigmen-
tarios que forman los metales pesados al
ser captados por las células histiocita-
rias ha sido estudiado especialmente por
Gedigk * y Pioch, y Gossner . En esen-
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cia, tras captacion de las particulas me-
tdlicas —ya sea porque el metal se admi-
nistra en forma coloidal, ya porque se-
cundariamente se forman soluciones co-
loidales, como es probablemente el caso
del plomo que tienden a circular en el
organismo en susvension coloidal de fos-
fato de vlomo bi o trivalente *— se for-
man en la célula fagocitante, mucopolisa-
caridos, proteinas y una pequefia cantidad
de lipido. Entre la particula fagocitada y
esta sustancia activamente formada por
Ia célula se establece una estrecha rela-
cién, por lo que estd justificado la deno-
minacion de sustancia portadora de los
componentes metdlicos. Los componen-
tes metdlicos cristalinos son envueltos
por otra sustancia portadora, con lo
que quedan encapsulados con respec-
to al resto del citoplasma. Es inte-
resarite que de los trabajos de Ge-
dick * se desprende que la sustancia por-
tadora puede ftener afinidad para dife-
rentes metales, de tal modo que tras la
extraccion de uno de ellos, in vitro, pue-
de volver a ser cargada con otro distinto.
Esto se verifica de modo particular en-
tre el plomo y el hierro.

El hecho de que la parte mds impor-
tante cualitativamente y cuantitativamen-
te de la sustancia portadora sea su com-
ponente mucopolisacarido. plantea la
cuestion de que si la afinidad para las
superficies internas del hueso (endostio y
paredes de los conductos haversianos y
de Volkmann, lineas de cemento) se
basa igualmente en el revestimiento mu-
copolisacdrido que existe a ese mnivel %,
La incrustacién por calcio y hierro de
las fibras eldsticas es un fendmeno fre-
cuentemente observado en patologia % y
se basa precisamente en la riqueza de
mucopolisacaridos que las membranas
eldsticas poseen.

Vemos, pues, que los hallazgos sobre la
distribucion del plomo siguen los mis-
mos patrones que otros compuestos inor-
ganicos que inciden mas frecuentemente
en Patologia.

Y
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7. Consideraciones finales.

Examinados, en los apartados preceden-
tes, la significaciéon de los hallazgos mor-
folégicos aisladamente, debemos en es-
tos momentos inquirir sobre el conjunto
de la reacciéon que sucede en el hueso
tras la administracién en el espacio me-
dular de acetato de plomo. Desde los
trabajos de Petersen %5, se distinguen di-
ferentes 6rdenes de estructura funcional
al considerar la estructura del hueso, de
los cuales el primero se refiere a la for.
ma total de cada hueso, considerado co-
mo un organo. Hemos visto ¢6mo nues-
tro método provoca una reaccién en la
que participan todas las estructuras del
hueso, por lo que cabe plantearse la
cuestion de si representa de algin modo
la respuesta del hueso a un estimulo
anormal. No cabe duda que la ftextura,
la peculiaridad de 1a composicién de un
drgano, su estructura biotécnica 3, cons-
tituye un principio rector de un compor-
tamiento peculiar tanto en condiciones
normales como en su respuesta ante es-
timulos patoldégicos, pues no sélo la fun-
cion total de un drgano es algo mds que
la suma de las actividades de cada una
de sus partes, sino que la estructura del
dreano puede ser un orincipio ilumina-
dor de imnortancia fundamental tanto
para el rendimiento funcional como pa-
ra el desarrollo de la enfermedad.

La natoloefa general del hueso podria
auedar definida por la desviacién anor-
mal del proceso ortoldgico de continua
transformacién de su estructura gracias
a los procesos de avosicidn y demolicidn
de sus diferentes ineredientes. No hay
ning'in comvonente del hueso que no se
vea sometido en condiciones normales a
este proceso de renovacion continua con
un ritmo m4ds o menos vivo. Esta idea
aue va oertenecia a la Histologia cldsica
se ha podido visualizar de un modo tan-
gible gracias a las técnicas mds moderna-
mente introducidas de estudios con isé-
topos radiactivos !, marcaje con tetraci-
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clina 35, microrradiografia %, histoquimi-
cal® y microscopia electrénica?l. Hoy
sabemos que este proceso de renovacién
constante implica a las moléculas mine-
rales, al substrato orgdnico de la subs-
tancia intercelular, a las células, a los
sistemas laiminares de la compacta, a las
trabéculas de la esponjosa, a los sinu-
soides y capilares, a los linfdticos y a los
nervios.

Al lado de esto, hemos de tener en cuen-
ta que tales operaciones son atributo de
células que tienen un origen comun vy
que forman una familia, constituyendo
una unidad estructural y funcional, a la
que puede denominarse familia de célu-
las dseas '?* o blastema osteogénico #8.
La utilizacion selectiva de porciones in-
tegradas de potencial genético total es
realizada al compds de la especializacion
celular, dentro del organismo o dentro
de una familia celular, con lo que resul-
tan tipos celulares divergentes durante la
embrioggnesis que se mantienen dentro
de limites circunscritos en el organismo
adulto. Las células de la familia dsea
constituyen un ejemplo excelente de este
asunto, va que son capaces de cambiar
su especializacién como respuesta a una
gran variedad de alteraciones que ocu-
rren en su microambiente 1%

Cualquier estimulo anormal que incida
sobre el microambiente del hueso, vya
sea durante el periodo embrionario, en
la fase de crecimiento o en la edad adul-
ta, tendera a expresarse como:

a) Una alteracién de! balance general
aposicion--reabsorcién,

by Un trastorno cualitativo de algunos
de estos dos procesos.

¢) Una perturbaciéon del mecanismo de
las interrelaciones entre los miembros de
la familia de las células del hueso, o

d) Una combinacién cualquiera de di-
ferentes elementos de a), b) o ¢).

No es dificil, aunque seria sumamente la-
borioso, revisar los componentes de la
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patologia de cada una de las enfermeda-
des del hueso, desde las malformaciones
hasta las alteraciones seniles, de las in-
flamaciones a los tumores, desde los
trastornos metabdlicos endocrinos o nu-
tricionales al proceso de curacién de las
fracturas, para comprender que esto es
asi, pues, a nivel del hueso, se realiza
mds evidentemente que en cualquier otra
estructura orgdnica que su ser es precisa-
mente un continuo cambiar. Este se
basa precisamente en el hecho de que el
precio que el hueso ha de pagar por Ia
mineralizacién de su matriz es el de de-
sarrollar un sistema canalicular para It
nutriciéon permanente de sus células ser-
vida por una dotacién capilar abundao-
te. Este aparato vascular-canalicular, d=l
cual depende la vida de los osteocitos
constituye en el mejor de los casos. un
sistema endeble que estd. en condicio-
nes normales, muy cerca del limite d=
sus posibilidades, Podria pensarse que el
remodelamiento del hueso no estd con-
dicionado solamente por el crecimiento .
por el efecto de las hormonas de creci-
miento, la paratiroides, la tiroxina o es-
teroides corticales 3, los cambios del flu-
i0 sanguineo ' o por el balance esque-
lético de remocién aposicidon mediado
por los cambios del flujo vascular "¢ sino
que en dltimo término es un preceso in-
trinsecamente ligado al plan estructural
del hueso que ha de renovar constante-
mente su substancia, a causa wvrecisa-
mente de su labilidad nutritiva. Constan-
temente el hueso estd muriendo y cons-
tantemente se rehace.

;Qué significacion  tienen, en relacidén
con lo qgue antecede, los hallazeos del
nresente frabajo? A nuestro juicio, cons-
tituve un modelo experimental de gran
valor instructivo para el estudio de la
reactividad del hueso, de todas las es-
tructuras integrantes del hueso, ante un
insulto. Nos ilustra sobre la morfologia
v curso de la necrosis en los diferentes
distritos del hueso, la remocion de las
partes necréticas, el ftrastorno inhibidor
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del crecimiento longitudinal a nivel de la
placa epifisaria y su recuperacién ulte-
rior, la reaccién del neriostio y del en-
dostio con la produccién de hueso neo-
formado tanto de tipo plexiforme como
laminar, la anaricion de una osteoporosis
reactiva a nivel de la compacta con la
subsiguiente reconstrucciéon de nuevos o0s-
teonas, la solidaridad del complejo mé-
dula 6ésea-hueso con la aparicion de ex-
tensos campos de fibrosis medular con
gran potencial ostedgeno y, finalmente,
el reclutamiento de nuevas células osteo-
génicas entre Jlos elementos medulares,

v
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resultante de una osificacién parcelar
autéctona de la médula dsea.

Todos estos elementos constituyen en
cierto modo, un inventario de los distin-
tos componentes de la reactividad del te-
jido dseo. Su valor como modelo expe-
rimental habia de ser determinado en el
futuro. Su valor educativo, como expe-
rimento para mostrar al estudiante de
modo tangible las modalidades de la
reaccion del hueso, 1o que constituye la
anatomia patoldgica general del hueso,

nos parece superior a otros propuestos #
y o102

SUMMARY

Experimental Pathology of Bone: Intra Osseous Injection of
Lead Acetate as an Experimental Model

The injection of lead acetate (175 mg/Kg ani-
mal weicht) in the medullary cavity of femo-
ral di-vhysis of young rabbits has been stu-
died morphologically. Such procedure brings
about a very reproducible sequence of chang-s.
At a first stage, nzcrosis of bone marrow, me-
taphysial plate, cortical bone and endosteum,
with deposition of calcium and lead in the
necrotic areas, are observed. As early as the
sixth day, the first signs of bone reaction
make its appearance, including osteoclastic,
oncotic and connective reabsorption of necro-

tic bone and removal of calcium and lead
precipitates. In later stages, fibroblastic proli-
feration and ubiquitous ossification are obser-
ved  particularly in the periosteal and endos-
teal surfaces, but also in the medullary cavity
around s‘rongly PAS-positive rests of necrotic
marrow. Partial inhibition of growth of the
metaphyszal plate was also present.

The significance of these findings is discussed
as well as the potential value of this proce-
cdure as an experimental model.
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