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= INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL TEMA -

Las numerosas investigaciones fisioldgicas y patoldgi~

cas realizadas en torno al timo no han conseguido desen-—-

trafiar la esencia de su significacidn funcional, siendo -

,§. por ello -~como afirma GREENE (1)e un érgano misterioso, -
r pero digno de merecer la atenoidn de los estudiosos,

Lo Unico oierto que hay sobre el timo es que no es ne~
cesario para la vidaj en la pubertad comienza a desapare-
cer su parénquime y en el adulto sélo quedan algunos ves-
tigios, pues la mayor parte de su parénquima 8l involucio
nar constituye el cuerpo adiposo retrogsternal de WALDEYER,
La exéresis del timo en los animales ain en las primeras-
edades es aparentemente compatible con la supervivencia,

la naturaleza endocrina del timo, como el sentido real
de sus funciones incretoras carecen éctualmente del apoyo
decisivo que supone el conocimiento de una hormona espec{
fica, pero sn favor de la significacidn hormonal del timo
pueden esgrimirse -siguiendo a ESTELLA (2) el cual se apo
ya en datos aportadoe por GERARD, DUSTIN, WINIWARTER, DU




PERIE, BREWER y otros- los siguientes argumentos:

1¢.~ E1 estrecho parentesco embrioldgico del timo con
8l sistena tiro-paratiroideo, que acredita su origen oo-
min y su desarrollec simultédneo,

2?,~ La continuidad tisular entre las paratiroides y-
el timo, o al menos entre los parénquimas de sus islotes
aberrantes,

3%,~ Las correlaciones funcionales e interdependen~ -
cias patoldgicas oon otras gléndulas de secrecién inter-
na, principalmente gonadas, suprarrenales ¥y tiroides,

49.,~ E1 hecho de que la ablacién ti{mica experimental-
origina trastornos constantes del crecimiento y de la o

calcificacibn, mientras que, por el contrario, la admi--

nistracién de extractos timicos proporciona con frecuen~

¢la resultados exactamente inversos,

En los dltimos afios vuelve & ponerse sobre el tapete~
el pretendido papel hormonal del timo, & rafz de los tra
bajos del Premio Nobel de Fisiolog{a SZENT GYORGY (3) y-
sus colaboradores, pues estos sutores aislan del timo -
del ternero tres substancias de naturaleza proteica y ba
Jo peso molecular, que controlan algunos procesos fundg
mentales de nuestre vida, y de las cuales, dos estdn re-
lacionadas con la carcinogénesis,

Una, denominada romina, estimula o potencializa el ~
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 @recimientos otra, 1a retina, lo inhibe, Esta ltima se.
| Produce probablemente también en otros tejidos del orga--

 Bdemo,

Ambas substancias estdn presentes en los extractos del
timo, y como su accidn es antagénica, no puede demostrar-
8@ con el extracto total actividad alguna, Unicamente, 88
parando ambos factores puede ponerse de manifiesto su ge.
oifn. Los autores han observado que 10 ratones inccula—-
dos oon virus de KREBS 2 ¥ tratados simultédnesmente cop -
promina desarrollan rdpidamente grandes tumores, mientras
queé los tratados con retina @ inoculados con el virus, -
Presentan primero una detencidn en o1 erecimiento tumoral
¥+ finalmente, se asiste a una regresién del mismo, Al joJ:}
recer, la proporcién en que se producen ambas substancias
varfa con la edad, de tal forma gue la promina predomina-
en las edades avanzadas ¥ la retina en las primeras épo—
cas de la vida, Ello podrfa estar en relacién con la ma--
yor proporeién ocon que se pPresentan los tumoree en los su
Jetos de edad,

Es muy probable que la substancia promotora de creciw
miento, de SZENT GYORGY, sea la reésponsable del gigantige
mo que luego diremos hap producido algunos autores en ra-
tas a las que administraren durante un clerto tiempo exe-
tracto de timo.
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% De los extractos timicos obtenidos de ternera, SZENT -
MYORGY y colaboradores han obtenido también una tercera -

. Mubstancia denominads infertina, que hace estériles a los

- Patones machos o hembras, probablemente inhibiendo ls in-
fluencia de las hormonas gonadotréfioas en el perfode pu-
beral, De confirmarse estos resultados, habrfa que recon-
eiderar estrechamente la funcidn del timo y el desarrello
sexual,

No tendria nada de extrafio que en el futuro se desCUw~
brieran nuevas substancias biolégicamente activas elabora
das por el timo, afirman los autores citados en dltimo lu
gar, Por lo pronto, se ha demostrado que la hormona " Juve
nil" ¥ "hormona de PETER PAN" de los insectos que alarga-
8u vida prolongando la fase de larva, existe en gran can-
tidad en el timo de los vertebrados, Administrande promi-
na a la pupa (larva de lnsecto) la metamorfosis g maripo-
sa se interrumpe, quedando el insecto en el estadio jJuvew-
nil, lo cual hace pensar queé en estos animales mds supge-
riores pueda ejercer también alguna funcién de control sg
bre la morfogénesis y el desarrollo (WILLIAMS, MOORHEAD y
PULIS) (4).

El concepto funcional del timo hay que fundamentarlo -
conjuntamente en la base histoldgica y sobre los informes

proporcionados por las téenicas habitualee de investiga—
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e1dén en las gldndulas de secreciédn interna: exti acidn,

Abjertos e inyecciones de extractos.
Los experimentos de timectomfe han proporeionado esca

808 datos en favor de la funcién tfmica. En la inmensa -
mayoria de los estudios no se ohservd cambio apreciable-~
en al organismo segin se deduce de las experiencias de¢ -
MORGAN y GRIERSON en pollos J6évenes, de ANDERSON en ra--
tas y de RIDDLE en pelomas. (Citado por ALVAREZ COCA) —
(5),

Para WINIWARTER (6) es posible que estos resultados -
negativos se deban s la existencia de tejido t{mico dis-
perso especlalmente en la gldndula tiroides,

Pero cuando la atimia experimental es realizada en —-
condiciones téonicas satisfactorias, tal como la han 1o-
grado ACKERT (7), PEARCE (8), KLOSE y VOGT (9), AHEARN ~
(10) y comsIA (11), trabajando en animales jévenes cuan~

do es médxima la actividad timica, entonces se logra un -
cuadro patoldgico muy caracteristico, caracterizado por-
sietemdtica detencidn del crecimiento (traducida por la-
alteracién de la curva de peso), distrofias diversas, ca
quexia y principalmente alteraciones de los huesos que -
recuerdan de lejos la osteopatfa raquitica, Este cuadro,
tanto nde expresivo cuando el animal es mds Jjoven (LEI--
TES (12) y LIMBERG (13), evoluciona en tres fases: laten
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%8, distréfica y caquéotica, y lo acompafian, & veces, -
perturbaciones menos netes o constantes, entre las cuge-
les figuran la susceptibilided a las infeociones, log ——
trastornos psf{quicos, la calciuria, la hipofosfatemis ¥
otras variaciones serolégicas o morfolégicas de la san--
gre (MATSUNO (14) y MORRIS (15).

En manos de COMCIA, concretamente, la timectomia tgo—-
tal practicada en cobayas machos produce:

Irastorno rdpido del estado general, apareciendo los-
animales muy abatidos, hasta el punto de que no se de- =
fienden cuando son hostigados, £} crecimiento estd retar
dado y en algln caso se detiene desde el prineipioy algu
nas veces, aunque lentamente, puede el animal seguir ereg
eiendo por un perfodo de tiempo que siempre es muy lige-
ro,

El animal disminuye de peso corrientemente, y otras -
veces la ourva del peso es en zig-zag. La delgadez es ex
trema, al punto de que la grasa subperitoneal desapareca,
La supervivencia de estos animales es problemdtica,

Hay tembién trestornos de la osteogénesis, con defiee
ciente calcificacidn de los huesos, formacidn de tejido-

osteoide y persistencia de los cart{lagos epifisarios, -

a88f{ como retraso en la soldadura de las fractures, En

los animales atfmicos el esqueleto ee reducido en todage
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sus dimensiones, pero principalmente en cinturas ecapu~-
lar y pelviana,

La detencidn del crecimiento y la delgadez son 108 =
puntos bdsicos de la timectomfa., Dichos puntos no estdn
absolutamente confirmados, pues sin recurrir a informa--
ciones bibliogrdficas antiguas, tenemos los resultados -
contrapuestos conseguidos por ROWNTREE (16) y CHIODI (17)
quienes trabajaron en més de cinco generaciones de anims
les. Los trabajos de ROWNTREE han demostrado que la ti--

meotom{a hace sentir mfs intensamente sus efectos en los

hijos que en la primera generacidn tratada, Los animeles

siguen procreando y tienen crfas bien desarrollades y 88
nas, pero en las generaclones sucesivas los individucs -
de la vltime son menores en tamafio y en pesc que 1los de-
la precedente., Para el primerc de estos autores la timec
tom{a produce una detencién incontestable del crecimien~
to, hecho que niega el segundo,

También PARK (18) y MACLURE (19) niegan terminantemen
te que la extirpacidn del timo produzca efecto alguno y-
llegan a la conclusidn de que se trate de érgano no esen
cial para l1a vida,

Los injertos timicos practicadoe con indudable dxito-
por RICHTER y JAPPE (20), JOLLY y LIEURRE (21), GOTTESMAR
¥y JAFPE (22) rara vez conducen a estados de hipertimiza-
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046n, GODARD (23) observé, sin embargo, durante sus ine

Yestigaciones la adiposidad manifiesta y el aumento de -
“la tella,

Los informes que proporciona la inyeceidn de extrac——
Yos timicos parecen mds instruotivos que los facilitedos
por la timectomfa o le trasplantacién experimental,

SKLOWER (24) y ROMEIS (25) demostraron que la metamor
fosis del renacuajo, realizada en un medio con tiroxina,
8¢ inhibfa si se afiedfa extracto timico. En la miema épo
02 se hicieron estudios sobre la muda de la culebra y el
cambio de plumaje de los pollitos, cuya aparicidn se es-
timulae con tiroxina, efecto que se retrasa, si al mismo-
tlempo de inyectar esta hormona, se administra extracto~
timico, Pero, a juicio de ROMEIS, las alteracionss del -
crecimiento de los renacuajoes subsiguientes a lg adminis
tracidn de extracto tfmico no se debe a la accidn de una
substancia especffica,

Las inyecciones repetidas de extracto timico en el -
animal joven provocan a la inversa de la timectomfa, -~ -
sceleracién del erecimiento. En los primeros dfas el cre
cimiento estatural y ponderal es micho mds rdpido que en
los ¥ltimos,

En los extractos ascetosolubles de timo deseribid hipo
téticamente ASHER (26) una hormons, la timocrescina, que
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Motivarfa el crecimiento y producir{s aumento de peso --

suando es inyectada a ratas recién nacidas, impiberes y-

' maduras, de ambos sexos,

Posteriormente, ROWNTREE, CLARK y STENBERG (27) obser

varon qué le inyececidn por via intraperitoneal del mismo

extracto utilizado por HANSON produce dismimicidn del pe

80 y del crecimiento,

Que la actividad reguladora del desarrollo y de los -

procesos de osificacidén persiste adormecida en el indivi

duo adulto y es ocapaz de reaparecer en condiciones pato-

légicas, parecen probarle las investigaciones de ARIYOSKI
(28), de MEITTENLEITER (29) y ENRIQUES (30).

El primer autor encuentra durante el curso de las « -

fracturas la hiperplasua del timo, que sdlo desaparsce -

cuando la fractura ha consolidado.

El segundo, estudiando sobre dos lotes de ratas la -—-

evolucidn de las fracturas, comprueba que la irradiecién

estlmulante del timo conduce a su consolidaocidn en tres-
semanas, mientras que para el lote no irradiado el callo
80lo se forma al cabo de cuatro semanas; esta funcidn -
ostedgena del timo la considera independiente del metabo
lismo del caloio, ya que la destruccidn radioterdpica u-
operatoria produce lesiones osteomaldoicas y el injerto-

de la gldndula activa el crecimiento, pero permaneciendo




fonstantemente inalterables las ¢ifras de caloemia,

El tercer autor, en fin, compruebs que algin tiempo -
después de la fractura, el timo de los cobayas adultos -
dobla su peso, La reaccidn es débil al contrario en los-
animales muy jévenes, Desde el punto de vista histoldgi-
€0, se observa que la cortical se distingue menos de la-
cortical porque en ésta una gran cantided de timocitos -
8e transforman en corpisculos de HASSAL monocelulares y-
dstoe se unen en pequefios corpisculos pluricelulares con
la caracter{stica degeneracién bien conocida de todos,

De estas observaciones, el autor deduce que la gléndu
la timica es estimulada en su funcidn secretoria bajo la
influencia de una fractura, bajo la influencia de subgm-
tancias que proceden de la misma fractura y en las cua=--
les las sales de calcig ¥y las almiminas juegan un papel-
importante,

A la ecoidn de los preperados t{micos sobre el desa—
rrolle no debe ser extrafa 1z influeneia directa sobre -
los metabolismos del calcio y del fésforo, 0, dicho en -
otros términos, existen ciertas relaciones entre el timo
Yy los metabolismos de estos minerales, Ahora bien, los -
resultados obtenidos por los investigadores no son tampo
¢o coincidentes,

Ae{, NITSCHKE (31), por un lado, y REISS y colaboradg
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s (32), observan con el emplec de extractos hidrosolu-
Bles el descenso de calcio hemdtico ¥y @ la larga, el au
 hnnmo del caleio total, sobre todo esquelético, e hipo=-
foefatemia, Por el comtrario, otros autores han observa-
do que la timectom{a produce aumento del calcic en los -
tejidos, incremento de la calcemia y una mayor elimina--
6ién de este metal. E1l injerto de substancia t{mica pro-
duce un aumento de las concreciones calcdreas en los te-
Jidos, hipocalcemia y menor eliminacidn de cal.

GEBELE (33) demostrd que el aumento del metabolismo -
basal y el crecimiento estimulado por la hormons tiroidea,
ge inhibfa al afladir el extraoto timico.

COMSA (34) ha demostrado en ol cobaya que el hiperme-
tabolismo producldo con grandes dosis de tiroxina se neu
tralizaba con la administracidn de timo, asf{ como 1a dis
minucién de la colesterina en sangre ¥ el aumento de la-
creatina en orina,

SANCHEZ MARTIN y LINAZASORO (35) han demostrado en ra
tas timectomizadas y en una enferma de la misma naturale
z2a la existencia de:

- aumento de la utilizacidn perifdérica
de la tiroxina radiactivsa,
~ aumento especifico por el tejido mug

cular del tanto por cilento de capta-




cidn de la tiroxina 131-I, efecto que
8e inhibe con la adicidén del extracto
timico,

En el estado actuasl de la investigacién se puede afir
mar que el timo influencia la velocidad de renovacidn de
los diferentes compuestos fosforados de los tumores, po-

niendo as{ en evidencia su accidn sobre el metabolismo -

fosférico en los casos normales y en les neoplasias,
SEELLIE (36) y ARAK (37) han mostrado la influencia -
del timo sobre la incorporacidn del 32 P, bajo sus dife

rentes formas,

PARHON, POTOP ¥ NICOLESCOU~ZIRCA (38) han mostrado en
una serie de publicaciones la aceidn protectora del timo
en sl cédncer experimental, producido sea por el metilco-
lantreno, sea por trasplante de tumores, 4 Julcic de los
autores esta accibn protectora se debe a la inhibieién -
del aporte y de la utilizacién de las nicleoproteinas, -
disminuyendo también su nivel de si{ntesis,

En sus investigaciones han utilizado el 2P porque
de todos loe radioisétopos el 32 P presenta una pers--
pectiva més amplia sobre los metaboliemos, pues este ele
mento tiene un papel primordial en el metabolismo inter-
mediario,

En manos de los autores umanos anteriormente cltados,




d8 administrecién de extraotos t{micos aumenta la incor-

poracidén del 32 P en los diversos Srganos de los animg

les testigos y también en 102 animales portadores de tu~-
‘mores,

Parece evidente por tanto, que el extracto timico es-
%imula la velocidad del metabolismo fosforado, que ol ti
mo tiene una muy activa participacién en el metabolismo-
fosforado,

Preocupado por las discordanciae existentes entre los
autores a propésito de la intervencidn del timo en el -—
crecimiento osteogénico,y estimulado sobre todo por log-
hallazgos recientes de SZENT GYORGY, he querido realizar
una medesta investigacidén para contribuir al esclareci—-
miento en la medida de nuestras fuerzas a la resolucidn-
de tan apasionante problema,

Como animal de experimentacién hemos elegido el cone-
Jo por ser el mds utilizado en investigaciones anterio--
res y oomo gona orgdnica a estudiar en los mismos, des—-
pués de practicarles la ablacién del timo, hemos tomado-
la fisis y metdfisis de la extremidad superior del fémur.

Sabido es que fieis y metdfisis (RUBIN, (39) constitu
yen un conjunto inseparable cuya evoluocidn reguls el ere
cimiento en longitud de los huesos.
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La fisis es la capa de cart{lago epffiso-diafisario -
Proliferante, cuyo desarrollo ordenado organiza las célg
las cartilaginosas en columnas que luego sa hipertrofian,
degeneran (o se desdiferencian, segin PETERSEN (40) y se
caleifican,

La metdfisis estd formsda por tejido dseo, constitui-
do por la invasién vascular de la capa de cartflago cal-
cificado; es asf, asiento de 1a osificacién primaria rea
midade rédpidamente para conatituir la esponjosa secunda-~
ria,

La fisls o cartflago de conjuncidn de los animales en
vies de orecimiento es el lugar de creoimiento de 108 ~-
huesos, Su desarrollo es de hecho uno de los puntos dole
organismo mds sensibles al influjo de las carencias o de

las intoxicaciones.

Como test a estudiar en el cartflago hemos utilizado-

por las razones que a continuacidn se indican, los si~ -

guientes;

= Alteraciones de 1la estruetura normal,
- Fosfomoncesterasa I (fosfatasa alecalina),
5~ ndoleotidasa.
Basofilia,
FPolisacdridos neutros (glucégeno),
Mucopolisacdridos deidos (doido condroitin-sul_
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firieo) por las tdenicas del Azul Alcidn y de -
la Metacromasia por el azul de toluidina,

- Lipidos,

~ Fijaoibn de féaroro radiactivo y de estroncio -
azufre radiactivo, o oea, estudio historradio--
gréfico de fisis y metdfiels, porque ests estudio
por las premisas fisicas en que se basa, es e@l-
Unioo que permite un estudio directo del movie-
miento de las sales minerales en las estructu—-
ras esqueléticas (PANUCCI ¥ LOASSES (41).

Estudiamos la estructura del cart{lago de conjuncién-
en los animales timectomizados, porque en los disturbios
del crecimiento (acondroplasia, condrodistrofias,eto,) -
existen alteraciones del grosor del mismo y de la orien-
tacién columnar del cart{lago de conjuncidn, asistinio-
8e entonces a un oresimiento desordenado y anormal del -
miemo,

El andlisis del comportamiento de la Posfatasa aleali
M

28 reviste un extraordinario interds porque esta engima-
Juega un papel muy importante en la celcificacidn de los
huesos,

ROBISON (42) ha demostrado 1p existencia de una estre
che relacidn entre los lugares de formecidn dsen ¥ la =
aparicidn de uns actividad fosfatdsica cartilaginosa y -
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88ea, Le enzima ha sido evidenciada en el curso de lg «-
O8ificacién peridetica, de la oeificacidn membranosa y,-
particularmente, de la osificacidn endocondral (BEVELAN.
- DER y JOHNSON (43), MOOG (44), FREEMAN ¥y MACLEAN (45), -
KABATH y FURTH (46), HOROWITZ (47), GOMORI (48), BOURNE-
(49), FOLIS ¥ BERTHRONG (50),

La actividad fosfatdeics alcaline aparece en el momen
t0 y en el lugar donde va a comenzar la osificacién y —-
donde un depdsito de fosfato cdleico estd en trance de -
producirse,

Esta actividad es intensa a nivel del cart{lago hiper
trofiado o en los osteoblastos perideticos (a final del-
estadlio preocsteoblasto, mds exactamente, segin PRITCHARD
(51).,

Verosimilmente, son las células hipertrofiadas del -~
cart{lago de conjuncidn las que producen la fosfatasa al
calina, gracias a la cual las trabéculas longitudinales.
se calcifican, Con la oalcificacidén, la enzima desapare-
ce del citoplasma de las células,

Al principio, la enzima es abundante en el c¢ltoplasma,
pero después se hace extracelular, Segun LORCH y DANIELLI
(52), la fosfatasa intracelular parece estar asociada a-
la formacidén de la matrig orgdnica y al hacerse después-

extracelular en su mayor parte, interviene entonces en -
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®l depdeito de fosfato cdleico, Cuando la caleificacidn-

WBtd evanzeds, la actividad fosfatdesica dieminuye en al-

nos dfas, En ciertos nomentos, ouando las cdlulas se -
S multiplican activemente, la foofatasa alcalina es detec-
tada también en los micleos (PRITCHARD), pero esta frac-
eién del fermento no interviene en los procesos de calci
ficacidn dsea, sino en la multiplicacidn celular. La ac-
¥ividad fosfatdsica de los micleos estd Intinemente rela
cionada con su actividad mitdtica (CHEVREMONT y FIRKET -
(53), a la intensidad del crecimiento,

Cuando se estudian célules de mliiplicacidn frecuen-
te, desprovistas en la interfase de fosfatasa aloalina -
citopldemica, se observa que la fosfatasa nuclear sufre-
importantes cambios en el curso de la mitosis,

Numerosos hechos demuestran claramente que la caleifi
cacién resulta, al menos en rarte, de un aumento local -~
de loes iones fosfato liberados a partir de los COMPUGBe—
tos orgdnicos, bajo la accién de 1la fosfatasa aloaling -
de los osteoblastos,

Los cart{lagos que no se osifican nunca jamds poseen-
fosfatasa alcalinaj tales son los casos del cartflago de
MECKEL, eituade a nivel de la mandfbula del condrocrédnec
embrionario (FELL y ROBISON (54), y de los cart{lagos —-

costales, En la avitaminosis ¢ en la que la osifica- -




.

0ién estd perturbada, hay menos fosfatasa alcalina qQue -
Rormalmente (BOURNE, ZARZOLI y NADEL (%5),

La osteogénesis puede ser perturbada por el berilio,-
que es un inhibidor de la fosfatasa alcalina, como han -
demostrado los bloquimicos (GRIER y colaboradores (56),-
EKLEMPERER y colaboradores (57), DUBOIS y colaboradores -
(58), ROCHE y coleboradores (59) ¥ como han demostrado -
también los dedicados a la histoquimia en los micleos de
las cédlulas cultivadas " in vitro ", Cuando se aflade be-
rilio al medio de cultivo de esbozos éseos en crecimien~
to organot{pico, estos $ltimos presentan un retardo im-
portante del aumento de la talla, as{ como de la osifica
cién peridetica, A nivel de esta zona de osificacidn, la
actividad fosfatdsica alcalina de los ostecblastos, esty
diade por el método de GOMORI estd fuertemente disminui-
da e incluso anulada (BA3SSLEGR ¥ colaboradores (60),

Le actividad fermentativa g-pucleotidasa merece ser -
estudiada porque actda especi{ficamente sobre el enlace -
glicido-fosfato en posicidn 5y hidrolizando de esta mane
ra los estdres fosféricos,

Ademds, y en el concepto de HARVY (61), jJuega un pa~—
pel importante en loe transportes de iomes ¥ moléculas,-
siendo realmente esia enzimg la que atribuye este papel-

que se habfa atribuido a ls fosfatasa aloalina,




La substancia fundamental del cartflago estd constiee
tufda por agua, coldgens y condromucoide, una glicoproe-
tedna en le cuel el dcido condroitinsulfirico os el &ru=-
PO polisacarfdice, Zste mcopolisacdrido es uno de los -

Principales conetituyentes de l1g Substancia fundamentgle

del cart{lago, aungue segin ciertoe sutores estarfa acom

paflado de mucopolisacdridos neutros,

Las oélulas cartilaeginosas son lae que efectian la «-
ofntesis del condroitin-sulfato, Ln efecto, el método =
histoautorradiogrdfico demueatre que el azufre 35 se des
cubre inicialmente sn el citoplasma de¢ los condroblastos
¥ despuée en la substancie fundemental,

A la carga eléctrica negativa que posee debe la subg-
tancia fundamental del cart{lago su basofilia,

rYor los estudios de AMPRINO (62), de la Universidad
de Turfn, se sabe que la cantidad de dcido condroitinsul
firico de las diferentes regiones de ung pleze cartilagi
noBa no parece estar on relacidn directa con lu ocantidad
de matriz por unidad de volumen, sino con el grado de ba
sofilie de la substancis fundamental,

Siendo dsto asf{, las variaciones de basofilia que se-
encuentren en los cart{legos de los animales tiuectomiza
dos pueden ser estimadas como fluctuaoiones de la canti-
dad de dcido condroitinsulfirico,
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La existencia de glucdgeng, polisacdrido neutro em =
las células del cartflago fue demostrada por vez primera
por ROUGET en ol afio 1859,

Es un polisacdrido neutro, que d4 las reaccliones de -
BAUZR y del PA3, no es metacromético, ni tampoco b#aéfi—
1o. Aparece en el oitoplasme celular bajo la forma de f£i
nos grdnulos, que caso de Ser mUy NUNMEroSos pueden reu--
nirse en pequefias placas,

Aunque existe en todas las cdlulas de aquél es mds —
@bundente en las células del cartflago hipertrofiado, =
Los trabajos de SCHAJOWICZ, FRITZ y CARINI (63), seilalan
la existencia en todas las células del cartflago, excep~
to en las mds periféricas de la zone de crecimiento peri
condrel, y excepto también en la capa tengencial del car
t{lage articular.

En la zona proliferente del cartilago en orecimiento,
las células sumentan de tamafio, especialmente cuando lle
gan al drea del caert{lego hipertréfico. Lste aumento del
tamalo de las células va acompalado por un aumento en la
cantidad de glucégenc, no habiendo awmento en la concen-—
trecién por unidad de volumen citoplasmdtico,

In algunos casos -afirman los autores~ ocurre una pe-
quelia disminucidn en grénulos de glucdgeno debido & la -

abundancia de vacuolas en el drea de algunas cdlulas.




- 21 -

Al ocurrir la calcificacién, el glucdgeno desaparece
del citoplasma de las células, sucediendo 10 mismo cone
la fosfatasa alcalina,

SCHAJOWICZ, FRITZ y CABRINI aseguran que cuando el -
orecimiento es rdpido el glucégeno casi siempre falta -
en las Ultimas filas del cart{lego hipertréfico caleifi
cado, En cambio, cuando el crecimiento es lento el &lu~
cbgeno es abundante y muestra una distribucidn regular,

El pepel Jjugado por el gluclgeno en la osteogénesis-
no es definitivo.

El metabolismo del glucdgeno aporta energfa pare el-
crecimiento y funoiones sintétices del proceso de osifi
cacién, proveyendo o suministrando, probablemente, el ~
grupo hidrocarbonade pare los polisacdridos de la matrig
cartilaginosa,

O quizé, el glucdégeno interviene (HAM (64) en la for
macidn de substancias que son luego usadas por 1os OSe=
teoblastos para la produccidn de proteinas y de mucopro
teinas para la matriz osetecide, o que simplemente sir-
ven para la produccién de energis,

La interferencia en ol sistema enzimdtico del ciclo-
glicol{tico causa perturbacionee en-le caleificacidn ¥
por tanto, en el orecimiento del esqueleto.

En ratonee Jévenes, hechos dimbéticos mediante la ad
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Ministracidén de aloxana, se ha observado la existencia~
de un tenor de glicégeno muy bajo a nivel de los cart{-
lagos metafisarios (CARLOSTELLA (65),

La hipofisectomfa produce una disminucidn del glucé-
geno en los tejidos sujetos a caleificacidn a los quine
ce dfas de haber sido practicada (PALEARI (66).

Los animales escorbiticos presenten tambidn una defi
ciencia de glueégeno en el cartflago metafisario (CAR--
LOSTELLA),

En algunas deficiencias metabdlicas ha sido comproba
da la existencia de ausencia de glucdgeno; tal sucede,-
por ejemplo, en las carencias de deido ribonucléico y -
en loe casos en que existe une limitacién del depdsito-
de sulfato en los cartflagos.

A le vieta de cuanto queda eserito, se comprende que
el estudio comparativo de las presuntas variaciones dee
glucdgeno en la fixis, en preparaciones controles y ex-
perimentales, puede arrojar alguna lug sobre el tipo de
influencia ejercida por el timo sobre el orecimiento og
teogénico,

Los mucopolisacdridos gcidos, integrados por un ele-

mento anidnico (sulfatado), un azmfcar aminado y el deci-
do hialurénico, son PAS negativos, son metacromiticos y

8e colorean por el agzul alcidn.




51 representante a nivel del cartflago de esta varie
gad de mucopolisacdridos es el dcido condroitinsulfdri-
co.

Como se ha dicho son metacromdticos. Se entiende por

metacromasia la propiedad que poseen algunos colorantes

de tefiir los elementos histolégicos en un tinte diferen
te del suyo propio.,

La metacromasia constituye una reaccién caracterfeti
ca ante todo de los mucopolisacdridos deidos (LISON - -
(67) ys por tanto, del dcido condroitinsulfirico, >ermi
te distinguir aquellos mucopolisacdridos de los que son
neutros y del gluedgeno,

In un principio se pensd que esta reaccidn era dada-
exclusivamente por polisacdridos de peso molecular ele-
vado que contienen un grupo ester sulfirico. Perc ac- -
tualmente se sabe que la dan, ademds, todos los polisa~

edridos cuyo grupo deido sea un dcido carboxflico.

La metacromasia del sistema esquelético solamente —-

existe en el hueso y en el tejido osteoide cuando aquél
estd desmineralizado, pero en animales raquiticos, la -
matriz ésea pobremente mineralizeda y baja en calcio y-
féeforo, tembién se tifie metacrométicamente (WILLIAM y-
GAINESVILLE (68).

Merece la pena ante todas estes consideraciones estu




fdar las variacionses que en el contenido de los muICOp o=
disecéridos dcidos pueda imprimir la exéresis del timo,

Gotitas de lipidos fueron descrites por LEIDY (69) =~
en los condrocites, en el ailo 1849; posteriormente, SA-
CERLOTTI (70) y otros eutores , han apoyado la naturale
Za no degenerativa de estos lipidoa.

Las gotitas de 1{fpidos no deben ser de naturaleza de
generativa por cuanto los l{pidos estdn scumuledos en ~
tejidos inmaduros, Serfan una simple rescrva de energia,
segin STOCKWELL,

Lipidos de localizacién extracelular también se ep--
cuentran en el tejido cartilaginoso (PULSCHAR (71) y —-
SCHOTT (72).

PULSCHAR fue el primero que vid 1{pidos en situscidn
pericelular, extracelular, A juicio de SCHOIT es posi--—
ble que ciertas fracciocnes de estos 1{pidos se hayan in
corporadc & los componentes de la matriz desde las célu
las,

STOCKWELL (73) encuentra fosfolfpidos intracelularss
on las zonas de cartflago en vias de proliferacién y —-
probablemente estén edseritos & organitos celulares ime
plicados en la sintesis de los componentee de la matriz,
necesaria despuds de la divisidn celular.

ROTEFIELD y TAKESHITA (74) emiten la hipdtesis de —




..'Dée.

§ii® los 1ipidos estdn implicados en la sintesis intrace-
dular de loe polisacdridos complejos, tal como sucede en
108 lipopolisacdridos de los microorganismos.

LEVI, (75), por su parte, escribe en la pédgina 438 de
Su munca blen ponderado libro de Histologia: Las gotitas
de ésterss de lecitine que eparecen en gran mimeroc en el
eitoplasma de les cdlulas certilaginosas hipertrofiadas-
8e forman a expensas del condrioma,y el fécforo despren=—
dido de la lecitina es utilizado para la elaboracidu del
material inorgdnico del hueso en vias do foruacidén (fos-
fato de calcio y de magnesio),

Interesa, & la vista de todoe estoe datos, realigar -
el andlisis del comportamiento de los 1ipidos en los car
tilagos de conjuncidn de los animsles timotomizados y su
comparacidn con las imdgenes histoldgices obtenidas de -
meterial procedente de animales controles.,

El andlisis distribucidn del-

gutorradiogrdfico de la

radiosulfato representa un medic Util en el estudic de -
la diferenciacién y del crecimiento del cart{lego, porque
permite seguir en relacién con la estructurs histolégica,
la distribucién topogréfice y le intensidad relativa de=
la efntesis del compuesto més caracteristico de la subs-

tancia fundamentals el deido condroitinsulfdrico,
No se olvide que DZIEWIATKOWSKI (76) (1951) afirms —
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Q88 el azufre radiactivo se incorpora & la substancia -

fundamental on forma de condroitin-sulfato,

Se fija sobre todo en las partes de cart{lago hiali-
‘80 que van a ser sustituldas por tejido éeseo: cartflago
de conjuncién, ecape profunda del cart{lago epifisario,-
de acuerdo con la tesis de SIFFERT (77), ':,e;__‘L'Ln la cual-
los componentes de la matriz cartilaginosa son utiliga-
dos en la formacidn de la matriz &sea.

Ya el mesénquima predseo o precartilaginoso absorbe-~
cantidades relativamente elevadas de 535, antes de que-
haya signos de diferenciacidn morfoldgica. En 1la dife-—-
renciacién del hueso, el 335 parece absorbido ante todo
por los osteoblastos y preosteoblastos y despuds se de-
poslta progresivamente en la matriz orgdnica &sea.

El fésforo radiactivo se deposita, cuando es inyecta

do a animales JSvenes, en las osteonas jévenes, y su £1
Jacién es tanto mayor cuanto més reciente sea la Subs—-
tancia fundamental,

Se deposita también a nivel del tejido peridstico o-
esponjoso en vias de osificacidn. Las osteonas que fi--
Jan el calcio con mds avidez son las osteonas menos cal
cificadas, es decir, las mds jévenes,

Diversos estudios establecen que el estroncio radiac

tivo sigue un camino similer al del calcio, y que el =




!
" radioest; oncio puede ser v convenien indicador para=
Pbservar la transferencis y el ntenido del ocalcio en-
108 distintos compartimientos del cuerpo,

PAPILLON (78) fue el primero en seflalar, alld en - -
1870, el parslelismo existente entre el " turnover " de
@stroncio y calcio, al encontrar que cilerta cantidad de
este elemento puede ser sustituido en el hueso por el =
estroncio,

Pocos afios después, KONIG (79) descubrid que el ea—

troncio ingerido se deposite en el hueso, y GREENBERG y

colaborad (80), por un lag 0y y WEISSBERGER y colabg
radores (81), hallaron que el movimiento del estroncio-
88 paralelo al del calci: s bajo el influjo de agentes =
como le hormona paratiroidec ¥ la vitamina D,

ELIAS C. DOWN y STANBURY (82) concluyen en su traba-
Jo sobre los metabolismos del calcio Yy del estroncio en
distintas enfermedade: éseas, que son cualititativemen-
te paralelos loe {ndices de estroncio ¥y calcio en los -
trastort del metabolismo del hueso,

El metebolismo del calclo parece ir retrasado algy—e
nos dfas con relacién al del calcio.,

La fijacién de los isétopos radiactivos sobre Los te
Jidos de la regién metafisaria y sobre el resto del te=

Jido beeo, parece ester determinsde por el grado de po-
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= CAPITULO II -

s MATERIAL Y TECNTI CAS -

I,~ MATERIAL,~

Hemos empleado como animal de experimentacidén el oo~
nejo vulgar (Lepus cuniculus), por su fdeil adquisicién
¥ mantenimiento, resistencia a las infecciones, y po- -
seer un cartflago de conjuncién de grosor considerable,

Siendo preciso para nuestras experiencias, una idepn-
tidad absoluta entre los animales testigos y experimen-
tales, tnico medio de poder valorar las posibles altera
clones observables, realizemos las mismas, del modo si-
guiente:

De cada camada de eone jos nacides y cuando conteban—
de ocho & quince dias de vida, practicamos la timeotow-
mie a las dos terceras partes, con lo que llegadoe los—
dos meses de vida, el mimero de cone jos timectomizados-
¥y testigos fueron aproximadamente los mismos, dada lg -
mortalided de los animales tinectomizados,

Para realizar la timectomfa los cone Jos eran separa-
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dos de la coneja madre, solamente el tiempo preciso pa-
ra realizar la intervencién, siendo inmediatamente lle-
vados junto a los demds de la misma camada, para que ==
las condiciones de alimentacién y ambientales, fuesen -
las mismas, en todos los animales de la experiencia,

En el momento de la intervencidn los conejos pesan -
entre 75 y 150 gramos, Crefmos que era conveniente rea-
lizar la intervencidn en edades muy tempranas, pensando
en gue las posibles consecuencias en el desarrollo del-
animal, serfan mds manifiestas.

La timectom{a se realizé bajo anestesia general por-
inhalacién con TRILENE,

Uebe administrarse lentamente el anestésico, pués en
caso de hacerlo rdpidamente, puede llevar = uns apnea -
mortal. Le acercamos & las fosas nasales ¥y boca del ani

mal, un algodén empapado en TRILENE, hasta notar una e

pérdida de tono muscular, memento en que separamos el -

anestésico y comenzamos la intervencién. De este menera
hemos tenido pocos accidentes mortales,

Hicimos una incisidn premedial izquierda, de 2 & 4 -
cms, de longitud, a nivel de los dos primeros espacios~
intercostales izquierdos. Se seccioné la insercidn de -
los esternocleidomastoideos a nivel de la firoula exter
nal y ee extirpd la extremidad interna de 12 28 costi--
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lla, Este es ¢l momento mds delicado de la intervencién,

ya& que por su cara posterior, muy préxima a la linea me

dia, pasa la arteria mamaria interna, cuya secoién pro-
duce una hemorragis mortal para el snimal, Preferimos -
esta via tordcica a la cervical, pués en esta Yltima, -
la proximidad de gldndulas como el tiroides y paratiroi
des, hacen probable la lesién de las mismas durante las
maniobras gquirirgicas,

Una vez extirpada la 28 costilla se dispone de un ==
campo por el que observamos la ocara anterior del timo,-
Haciendo una suave tracoidn, ayudada por una diseccidn-
roma, para no secclonar dérganos tan importantes como we
los grandes vasos, corazén y pulmones, a los cuales se-
adosa dicha glédndula, logramos la extirpacién en un so-
lo bloque de aquella, Cerramos con catgut por plancs e-
inmediatamente el animal despierta y es llevado Junto &
los demds de la camada.

Los accidentes operatorios a considerar fueron: las~
hemorragias copiosas, generalmente mortales, al seccio-
nar algunos de los vasos cercanos & la gléndula,

A pesar de que la asepsia no fue muy rigurosa, no tu
vimos accidentes infecoiosos en el postoperatorio, En -
el estudlio postmorten para comprobar la no existencia -~

de timo, encontramos cicatrices fibrosas con algin exu-




- 33 -

dado seroso, ocupando el espacio de la gldndula extirpa
da.

En general, la mortalidad mayor de los animales tiee
~ mectomizados, no aparecif inmediatamente despuds de la-
intervencidn, sino a loe quince o veinte dias. En estos
casoe el animal adelgaza, permanece quieto, Yy apenas hu
yo cuando se le persigue. En las radiografias practica-
das en estos momentos, se observa intenso meteorismo ab
dominal y hepatomegalia. Unos acaban por morirse en ca-
quexia y otros superan eete perfodo, recuperando, aun--
que s8lo sea en parte, su desarrollo y vitalidad.

Todos loe animalee experimenteles y testigos, vivian
Juntos, en las miemas condiciones ambientales ¥ de ali-
mentacidn. Entre los 50 y 70 diae de vida, fueron sacri
ficados mediante la secoidn de carétides y yugulares a-
nivel del cuello, Inmedistamente se extirpaban las exe—
tremidades superiores de las tibias.

El mimero de conejos sacrificados y estudiados en ez
ta experiencia fueron:

3 camadas de 3 conejos timectomizados y 2 tostigos =
15 animales,

4 camadas de 4 conejos timectomizados ¥y 2 testigos =
18 animales.

2 camadas de 1 conejo timectomizedo y 1 testigo = 4-
animales,




I1.- IECNICAS,-

En este apartado vamos a desoribir, la sistemdtioa -
de las distintas tdonicas de estudio que realizamos en-
los animales cbjeto de este trabajos

a) Radiograffa de los cone jos vivos,
b) Téenices histoquimicas,
¢) Estudios historradiogrédficos,

A) RADIOGRAFIA DE LOS CONEJOS VIVOS,-

Pensamos en que podfa ser de interés, practicar ra-
diograffas a los animales testigos y timectomizados, ya
que las consecuencias de ia extirpacidn del timo, po- -
dfan expresarse en alteraciones del desarrollo y estrug
tura de los huesos, y que 4stas serfan ¢bservables en -
las placas radiogréficas, siempre que dichas alteracio-
nes fueran de ecierta intensidad,

Deade el primer momento, nos dimos cuenta, que 86lo-
serfan veraces nuestras conclusiones al estudiar 1las -
imdgenes radiogréficas, si &stas eran cbtenidas en idén
ticas condiciones., Para oumplir esta premiss bdsica,que
hiciese posible poder comparar las imdgenes de animales
testigos y timectomizados, colocamos sobre la misma pla
ca radiogrédfica, tamafio 30-40 ems, uno al lado del otro,
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el animal testigo y el animal timeotomizado, siempre en
la misma posicidén, Asf, con un solo disparo del haz de-
rayos, y en la misma placa, tenemos las imdgenes dGe los
eone jos testigo y timectomizedo, De ssta manera, siendo
igual la distancia foco~placa, las caracteristicas del-
haz de rayos, la misma placa, el mismo tiempo de revela
do y fijado, las imégenes son perfoctamente comparables.

Las radiograffas fueron obtenidas con un aparato de-
Rayos de 250 KV,, distancia foco-placa un metro, con un
haz de rayos de 45 Kv, y una exposiocién de 0,2 segundos.

En estes ocondicliones, nos es posible estudiar una se
rie de pardmetros en las imdgenes radiogrdficas,tales -
como longitud del tronco y extremidedes, longitud y an-
chura de cada hueso, espesor de la cortical, densidad -

de las estructuras déseas, etoc,

B) TECNICAS HISTOQUIMICAS,~

Muerto el animal, obtenfamos las extremidedes supe—
riores de las tibias, Sacrificamos esiempre un animal teg
tigo y otro timectomizado,el miesmo dia, para que los op
lorantes empleados en las tinciones fueran los mismos.

Los cortes para el estudio de todas las sustancias —
que seguidamente cltaremos, y con el f£in de evitar log-

inconvenientes que tiene el proceso de fijacién e inclu
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#ién en parafina, hemos utilizado la congelacidén direc-
ta del material de estudio, haciendo incidir sobre la -
pieza colocada en el portaobjetos del microtomo, el chp
rro de anhfdrido carbdénico, que escapa de la bala indug
trial de este gas.

Con ello se evitan las pérdidas de actividad enzimd-
tica que tienen los procesos cldsicos y de los cuales -~
dan cuenta numerosos investigedores, LISON (84), PEARSE
(85).

Congelado el material se procedid a su corte, de un-
grosor por seccidén de 20 micras, con el microtomo de ~-—
congelacién, febricado por SARTORIUS~WERKE (Géttingen).

Hemos de seflalar que las preparaciones fueron practl

cadas heciendo secciones perpendiouleares a la superfi--

cie del cartflago y paralelas entre sf, para evitar que

la oblicuidad de las seccicnes, indujera a falsas inter
pretaciones respectoc al aumento o disminuciédn del gro--
sor del cart{lago.

Les pecclones eran montadas sobre portaobjetos lim—-
pios, sin aplicacién previa de ninguna sustancia,

Hemoe realizado las téenicas sigulentes:

1) Negro sudén B,
2) Fosfatasas alcalinas,
3) S5-Nucleotidasa,




4) Pas,
%) Pas-Alcien,
6) Azul de toluidina,

Creemos de utilidad describir muestra sistemdtica y-

las ragzones que hemos tenido para realizar el test.

1) NEGRO SUDAN B,

Con esta téonica estudiamos los 1{pidos en general.-
En este término se incluyen un grupo de sustancias muy-
heterogéneas, tento por su constitucién quimica, como -
por su significado bilolégico., Unos, los glicéridos, re-
presentan sustancias de reserva energdtica; otros, son-
componentes habituales de las cédlulas y més especialmen
te del oitoplasma y de la membrana celular (Fosfol{pi-
dos). Otros, los céridos, son la materia prima en 1la «-

formacién de secreeiones protectoras. Los esfingolipidos

8e encuentran en el tejido nervioso,y por €ltimo, los cag

rotenoides y loes cromolipoides intervienen en la forma-
cidén de diversos pigmentos.

Resumiendo oon CIACCIO (86), los l{pidos representan:
substancias de reserva, componentes celulares, ¥y parti-
clpan en los procesos de secrecién glandular. Por todo-
ello, sufren variaciones muy importentes con la activi-

dad celular,
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Pare eetudiar estas substancias, nosotros hemos em——
pleado la tincién con el Negro Suddn B. Este colorante-
fue introducido en histoquimia por LISON (87). Hemoe —

elegido este colorante por dar coloraciones més acusa-—

des que el resto de los colorantes de los lipidoes,

En elgunae partes hemos utilizado como coloracién ci
toplasmétice la eosine,

El procedimiento empleado es como sigue:

12 .~ Lavado de los cortes en alcohol de 70%f durante-
un minuto.

20, Coloracién durante treinta minutos con una solu
cién a saturacidén de Negro Sudén B, en alcohol-
de 602,
Lavado de los cortes en aslcohol de 708 durante-
un minuto, )
Lavedo rdpido con agua destilada,
Algunes preparsciones hicimos coloracién con —-
eosina acucea al 1 % durante dos o tres mimutos,.
Lavado en agua destilada.

72 .- Una vez secado el porta con los cortes, montaje
en jarabe de Apathy.

Las substancias grasas adquieren un color azul obscu

T0.




2) TOSFATASAS ALCALINAS,-—

Entre 10 fermentos susceptibles de investigacién —-
histoquimica, tienen un lugar preferente las fosfatasas
alcalinas,

Las fosfatasas son enzimas capaces de liberar dcido-
ortofosférico a partir de ésteres naturales o sintéti—
cos, En el grupo.general de estos engimas, las fosfata«
sas alcalinas pertenecen al subgrupo de las fosfatasas-
inespecificas, junto con las fosfatasas dcidas, Ambas -~
se diferencian por el Ph en que actian.

La primera demostracién histoquimica de este enzima-
fue reasligada por ROBISON y colaboradores (88).

La fosfatase alcalina hidroliza los dcidos foefogli~-
cérido y fosfopirdvico, catalizando la transferencia de
residuos fosforados de una molécula orgénica a otra. Es
una proteina rica en leucina y deido glutémioco, y en -
menos proporcién contiene dcido aspdrtico, alanina y va
lina,

La primera téonica de aplicacién general en nistoqui
mia fue publicade simultdneamente por GOMORI (89) en ==
Chicago y TAKAMATSU (9C) en Jepén, y desde entonces se~-
sabe que la localizacién preferente de la enzima es en-
aquellos lugares donde acontece la transferencia de mo-

1éculas como sucede en los territorios de absorcidn, o«




bien en los que tienen lugar transferencias idénicas.

La distribucidn del enzima en los tejidos varfa con-
la edad, sexo, régimen alimentario y e¢ieclo bilolédgico.

La fosfatasa mlcalina es un factor de economfa de =~
los fosfatos, DANIELLI (91); interviene en el metabolig
mo de loz decidos nucldicos, BRACHET (92), NOVIROFF (93);
interviene en el metabolismo de los glicidos, CORI y co
laboradores (94); interviene en el metabolismo de los -
prétidoe, BRACHET (95), RUNNSTROM (96); influye en la -
diferenciacién celular, BERG y KARCZMAN (97)3 intervie-
ne en la osteogénesis, BRADFIELD (98), ROBERTSON (99),~
0SAWA (100)3 y preside fundamentalmente la transferen--
cia de iones y moléculas, WILLMER (101).

Le localizacidn exacta de la actividad enzimdtica —-
exige de olertas y obligadas premisasi influye la natu-
raleza del fijador empleado, por cuanto el tratamiento-
con acetona, por ejemplo, condicions una distorsidn de~
las estructuras histoldgicas, que dificultan la exacta-
localizacién de la enzima.

Para los enzimas que no resisten la fijacién o para-
aquellos como las fosfatasas, que plerden gran parte de
su actividad en los procesos de inclusidn en parafins,-
la congelacién de los tejidos frescos, es lo ideal,

Nosotros hemos utilizado para la demostracidn de la~
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sotividad fosfatdsica, la variante de la primitiva téc-
pica de GOMORI (sl calcio), introducida por DANIELLI --

(al calcio-cobalto), Elegimos esta téenioca por la féoil

obtencidn del substrato (glicerofeosfato) y de los reaoc-

tivos de visualizacidn.

Nuestro proceder fue el siguiente:

ie,

3%.

49 .
5e,

GQ'
7%,
8e,

Los cortes son incubados en estufa a 37¢ durante
24 hores, en una megcla de 20 c.c, de glicerofos
fato sédico al 2 %3 20 c.c. de veronal sédico al
2 %3 10 c.c, de Nitrato cdloico al 2 % y 50 c.c.
de agua destilada,

Retirados de la estufa sge pasan los cortes por -
una soluecidn de Nitrato cdleico al 2 # durante -
dos minutos.

Pase por Nitrato de Cobalto al 2 % durante el —-
mismo tlempo.

Lavado en agua destilada en un mimeto.

Tratemiento por una solucién diluida sl 2 % de -

sulfuro aménico, durante un mimato.
Lavado en agua corriente durante diez mimutos,
Pase por alccholes y xilol,

Montaje en bdlsamo.

El resultado finel es una coloracién negra intensa ~
en los lugeres donde existe actividad enzimdtica, En la




dnoubacidn el idén fosférico liberado, precipita bajo la-
forma de fosfato cdlcico, el cusl, después del pase por-
el resto de los reactivos, se transforma en foefato de -
cobalto y por dltimo,en sulfuro de cobalto que es de co-

lor negro,

3) 5-NUCLEOTIDASA.~

Dentro del grupo de las fosfatasas espec{ficas, la --

més caracterizeda es la S-nucleotidasa, que actia especi

ficamente sobre el enlace glicido-fosfatoc en posicién 5.

A WILMER (102) se debe el conocimiento de que la fos~-
fatass alcalina juega un importante papel en los trans—
portes de iones y moléculas., Sin embargo, & juicio de ~-
HARVY (103), el papel gque se atribuye a la fosfatasa al-
calina aqui, debe ser traspasadc a la 5-nucleotidasa,

Como substrato de la reaccidn se utiliza el dcido adg
n{lico, GOMORI (104); Mc. MANUS, (105)y LUPTON y HARDEN,
(106).

Nuestro proceder en esta téenica es como siguet

12, - Incubacidén de los cortes en estufa a 379 durap -
te doce horas en la mezcla eigulente:
50 ¢. ¢. de solucibn stock,

15 ¢.0. de solucidn substrato.




La solucidn stock se prepara coni

Barbital Bédieﬁ al 2 ® sesese
Cloruro ocdleico al 2 $ sssein

Agua destlilada sesessvnssones

La solucidn substrato est

170 mgrs. de deoido adenf{lico en 100 e,0, de =

agua destilada,

Tratamiento con nitrato cdleico &1 2 # un minu
to.

32. - Lavar los cortes con acetato de cobalto al 2 %
durante cinco minutos,

4¢, Lavar muchas veces con agua destllada,

¢, - Tratamiento con sulfuro de amonio al 2 ¥, un -
minuto,

6e, Pase por alcoholes y xilol,

7%, - Monter en bdlsamo.

La activided enzimdtica se manifiesta por una colora
¢idn marrdén obscura, andloga a2 la coloraoidén lograda -~

por las fosfatasas,




La reaccién al decido periddico ~Schiff es la reaccidn
de los glicidos més importantes en Histoquimia, al ser-
privative de loe polisacdridos del grupo glicol o oon -
fracciones glucidicas.

Segin EVERSO PEARSE (107) las sustancias PAS positi-
vas, comprenden oinco grupos: polisacéridos, mucopolisa
odridos, muco y glico-proteinas, gluce y fosfolipidos.

Rosotros hemos empleado esta téenica para estudiar -
el glucédgeno en el cart{lago éseo.

El papel del glucégeno en la osteogénesis no es defi
nitivo, su localizacién histoquimica ha sido descrita -
de maneras diferentes.

BEVELANDER y JOHNSON (108) encontraron considerables
cantidades de glucégeno en asocciacidn con zonas de for-
macién de hueso membrancso en cerdos.

JACKSON y SMITH (109) encontraron grdnulos de gluod-
geno en los osteoblastos, tanto "in vivo® como "in vitro".

SSHAJOWICZ, FRITZ y CABRINI (110), en su trabajo so-
bre el glucdgeno del cartflago en vias de osificacién,-
afirman la existencia del hidrocarbonado en todas las -
célules del cartflago, excepto en las mds periféricas -

de la zona de crecimiento pericomdral ¥ en la capa tan~




gencial del cart{lago articular. En el cartflago hiper-
tréfico, auments la cantidaed de glucdgeno.

Cuando el orecimiento es rdpido el glucdgenc casi --
siempre falta en las dltimas filas del cart{lago hiper-
tréfico caleificedo,

En los casos de crecimiento moderado, estas cdlulas-
del cart{lago hipertréfico, contienen frecuentemente pe
quefie cantidad de glucégeno. En fin, dichos autores se-
fialan, que cuando el crecimiento es lento, el glucdgeno
es gbundante y muestra una distribucidén regular en to--
dos los osteoblastos,

El metabolismo del glucdgeno aporta energfas para el
crecimiento y funciones sintéticas del procéso de osifi
cacién, preveyendo o suministrando, probablemente el gru
po hidrocarbonado pera los polisacdridos de la metriz -
dpea,

La demostracién del glucégeno entrafia algunas difie—
cultades, Una de ellas se refiere a la forma y cuidados
que se deben temer para la fijacidn de laes piezas de es
tudio. Los investigadores parecen no estar de acuerdo -
ecerca del fijador de eleccién en esta téenica.

Entre los distintos medios de fijacién empleados, te
nemost

a) Fijedores aleohdlicos .. alcohol de 1002 & 909,
Liquido de Carnoy.
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b) Fijedores oon glucosa: Formol puro saturado de glu

cOoBa.,
¢) Fijadores con dcido pferico: el BOUIN-ALLEN reco--

mendado por BAUER (111).

Nosotros hemos empleado el alcohol absoluto, a pesar-
de las objecciones de LISSON (112).

Otro de los problemas es que no hay ninguna reaccién-
nistoquimica espec{fica del glucbégemo. Para lograr la -—
jdentificacién del mismo, hemos empleado el método de la
AMILASA., Este fermento salivar hace Gesaparecer todo el-
glucdgeno de las preparaciones.

La técnica del reactivo de SCHIFF para la demosire- -
0ién de gluodgeno en el cartfilago, fue propuesta por - -
MARCHESSE (113), WISLOKI, RHEINGOLD y DEMPSEY (114), NC.
MANUS y FINDLEY (115). La oxidacidn que produce el deido
periddico, divide el grupo glicol en dos aldehidos, que-

son puestos en evidencia, por el reactivo de SCHIFF,
Nuestro sisteme de tincidn fues

12,~- Fijacién en alcohol absoluto durante 24 horas,
2¢,~ Cortes por congelacién.
30,- Acido periddico durante oinco minutos.

40,~ Lavado en alcohol de 80% & 90%2,
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5¢,- Tratamiento con reactivo de SCHIFF durante 15 -

minutos,
62,- Pase por tres befioe de dcido sulfuroso, recien-
temente preparado, dos minutos cada uno,

Lavado oon agua corriente.

e -
89,

Nonte je.

El glucégeno y las sustancias PAS positivas se tifien

de color rojo pirpura.

5) PAScALCIAN.-

Entre los gldcidos, son los polisacéridos los de més
interde en Histoquimia, Estos pueden ser eimples, muco-
polisacdridos (dcidos y neutros), mucoprotefnas (dcidas
y neutres) y glicoproteinas,

Pars su estudio hemos empleado la técnica que visuali
za los mucopolisacdridos dcidos con azul aloidn, y poli
sacdridos simples con el PAS,

El aumento de estos materiales en el tejido es inter
pretado de distinta menera segin los autores. Se admite
que su aumento es patente, en aquellos tejlidos que atra
viesan un momento de crecimiento intenso, donde, por «-
ello, las actividedes metabélicas son mayores,

El azul alcidn fue introducido por STEEDMAN (116). -



LISON y RIZZOLI (117) han apuntado la analogfa de resul
tedoe entre la coloracién de agul eleidén y la metaoroma

eia, en lo demostracién de los polisacdridos deidos.

Nuestre metddica en esta tincidn es como sigues

1¢,~ Coloracidn de los cortes por azul alcidn duran-
to treinta minutos (el colorante se prepara con
3 o.c. de doido acético glacial, 1 gr. de azul-
aleidn y agua destilade hasta 100 0.04)s

2¢,~ Lavado en agua corriente, dos minutos,

39,- Pasar los cortes por una solucién de dcido pe——
riédico 8l 0,5 # durante cinco minutos.

49 .- Tratamiento con el reactivo de Schiff, 15 mimu-
tos.

50,~- Lavar con egua destilada, cinco minutos.

69.- Pasar por tres bafios de dcido sulfuroso reclien-
temente preparsdo, dos minutos cada uno.

79.~ lLavar con sgua corriente, cinco minutos,

8¢,~ Deshidrataer con alcoholes-xilol,

92,- Montaje en bdlsamo,

Las sustancias PAS positivas tiemen un color rojo —-
pirpura debido al reactivo de Schiff al reaccionar con-
el sldehido. E1l azul alcidn tifle & los mucopolisacéri--

dos dcidos de ocolor azul intenso.



6) AZUL DE TOLUIDINA,-

Loe mucopolisacdridos dcidos, oon radical sulfirico-

o carboxilo han sido estudiados por el procedimiento de

la metacromasia,

La metacromesia es un test que estd ligado a la pre-
gencie de aniones, que tienen caracter electro-poler. -
Fl grupo catiénico del colorante tiende & unirse con —-
los grupos portadores de la carga electronegativa, anio
nes del substrato.

Los grupos eleotronegativos del substrato sont el ~-
grupo carboxile y el sulfirico. El primero se encuentra
formando parte del dcido hialurénico y el segundo del -
queratosulfato. 3

El fenémeno de la metacromasia consiste, sezin defi-
nicidn de ERLICH (118), en que ciertos tintes colorean-
determinados elementos histoldgicos con un matiz o tono
diferente al de la solucién colorante.

Las sustancias existentes en las preparaclones histg
1égicas capaces del viraje metacromdtico son los polisa
cdridos, que contienen una funcién dcide y sus sales, -
sobre todo las que contienen radicales éster-sulfiirico.
Los mucopolisacdridos que no poseen funcién doida no —-

gon metacromdticos,



Le influencia desfavorable del alcohol en la metacrg

= 50 -

masia es conocide hace muchisimo tiempo. Se he gefialado

que le metacromasie debida a los radicales dster-sulfd_

ricos seris alcohol resistente, en tanto que la debida~-

al grupo carboxilo no lo serfa, SILVEN (119), PEARSE —-

(120), KRAMER (121).
Nosotros hemoe empleado el método de NISSL (modifica

do por PERRIN), Loe pasos a segulr con esta téonica fue

ron los sigulentest

19 ,~
2¢ .-
30 4=
49 .=

50 -

clere,

69.‘-

71jacién en aloohol de 969,

Inmersidn en agua haste descensc de los cortes.
Cortes por congelacién.

Irmersién de dos mimutos en solucién acuosa-al_
cohélica fenicade de agul de toluidine (ezul de
toluidina, 1 gramoj &lcohol 10 c.c.j dcido féni
co, 5 gramos; ague destilada, 90 CeCu)
Diferenciacidén en alcohol de 962 hasta rebajar-

tefiido.

Los cortes deberén conservar coloracibn azul «-

pclaremiento en xilol fenicado (deido fénico, -
25 ..} X1101, 75 CeCs)e

Montaje en bdlsamo.




Las sustancias metacromdticas aparecen teflidas en oo
lor violeta o rojo, mientras que las estructuras baséfi

las, no metacromdticas, quedan tefildas de azul,
C) ESTUDIOS HISTORRADIOGRAFPICOS.~

Fueron RONTGEN y BECQUEREL (122), los que primerc ob
servaron el ennegrecimiento de las placas fotogrédficas-
por las radiaciones ionizantes, Posteriormente, LACASAGNE
y LATTES (123) en 1929, hacen las primeras publiocacio--
nes sobre la distribucidén del polonio y el radium en —
los érganocs del ratén, después de que HEVESY (124), en~
1923, habfa demostrado la importencia del empleo de los
cuerpos radiactivos en biologia. El impulso que ha toma
do, deade entonces, el empleo de los isdétopos radiacti-
vos con fines terapéuticos, diagnésticos y en la inves-
tigacidn, es de todos conocido. A ello contribuyé, en -
gran manera, el descubrimiento de la radiactividad arti
ficial en 1933, por CURIE y DOLOOT (125), que marcaron-
una nueva etapa de grandee posibilidades en sl conoci--
miento de problemas bioquimicos no resueltos hasta el -
momento, |

El velor de los isétopos radiactivos en la investiga

¢idén descansa en las considersciones siguientes:
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2) Un radioisétope, en un sistema dado, se comporta-
como elemento estable correspondiente.
p) La sensibilidad del método permite & menudo con -
mases inferiores a miligemmas, siempre que la actividad
especifica del elemento utilizado sea suficiente.

¢) La facilidad con gque un compuesto marcado puede 88
gulrse, graclas a su radiactividad,

d) Los isétopos radisctivos y los elementos estables,
pueden utilizarse conjuntamente en diversas téonicas £
sicas o quimicas, con lo que podemos sumentar considers
blemente el alcance de los resultados.

e) La posibilidad de estudiar el funcionamiento de -
sistemas bioldgicos intactos, sin perturbaciones de na-
turaleza alguna.

£) El empleo de trazadores radiactivos ha permitido-
introducir el pardmetro fiempo, en mumerosas experien—-
cias donde era imposible hacerlo antes.

Para lograr conocer la presencia y la distribucibn -
de un elemento radiactivo en una estructura determinada
empleamoe la técnica de la sutohistorradiografia. El —-
principio de esta téenica es simple, y Be basa en que =
las radiaciones ionigantes, como la luz, producen el en

pnegracimiento de una placa radiogréfica, As{, al poner-
en contacto un corte histolégico de un enimal al que ==



- 53 =

previamente se le haya inyectado un compuesto radiacti~
vo, con una pelicula rediogréfica durente un determina-
do tiempo, y revelando posteriormente dicha pelicula, -
aparecen en ella zonas impresionadas (en negro), y sonas
sin impresionar (en blanco). Las zonas impresionadas ©9
rresponden fielmente & aguellos puntos en 1los que hay -
radiactividad, Lo mismo que sucede con la luz, la oanti
dad de ennegrecimiento depende de la cantidad de radlag
tividad, lo que nos permite, edemds de localizar el lu-
gar en que se haya el elemento radiactivo, una aprecia-
oidn cuantitativae del mismo.

La aparicién de emulsiones radiogréficas especiales,
con une gren sensibilidad y poder de definicibn, la sinm
plificacién de las técnicas, y por ultimo, lﬁ posibili-
dad de elegir el elemento radiactivo o compuesto marca-
do apropiado, hacen que esta tdonioca sea uno de los pro
cedimientos histoquimicos més empleados en la actuali——
dad y de un gran porvenir en la investigacién,

La sutorradiografia puede detectar de cantidades muy
débiles & cantidades muy grandes de elementos radiactivos,
para estas \ltimas, el 1{mite se encusntra dado por la-
capacidad Ge solarizacién de la emuleidn fotogréfica. -
La solarizacién ee un fendémeno de inversién, por encima

del cual las densidades decrecen en VeZ de aumentar,
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Lo més importente de la autohistorrediografia ee la-
fidelidad de reproduccién de la localizacidén y distribu
cién del elemento radiactivo. El recorrido de la radia-
e¢ién en la pelicula va a producir un "flou" que depende
. de varios factores: naturaleza de la radiacidn, distan=-
: cia entre pelfcula y corte histolégico y tipo de emul--
sién de la pelfcula. Debemos elegir elementos radiecti-
vos que emitan uns radiacién de muy escasa penetracién,
para que este velo sea 10 menor posible, asi, el carbo-
no 14, el tritio, el azufre, cumplen este condicién. En
segundo lugar, el contacto entre el corte histolégico ¥y
la pelfcula deberd ser intimo, Mas tarde veremos cbmo -
' logramog esto. .

Otro factor importente en lae consecucidn de una bue-
na imagen autorradiogrédfica es el tipo de emulsién de -
la pelfcula que vamos & emplear,

Las emulsiones fotogrdficas habitusles se preparan -
mediante la introduccién de una solucidn de nitrato de-
plata o de nitrato de plate amoniacel en une solucién -
de cloruro que contiene gelatina, Es imprescindible que
lae emulsién que vayamos a emplear tenge uns graen homoge |
neided de los microeristales que la componen, La dife--
rencia de forme y tamafic de loe microcristales de una -

emleién estd determinada por el método de mezcla em~ -
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pleado y por la madurez fisics ulterior de la emulsién.
BOGOMOLOV (126), ha elegido por esta razén, para la pre

paracién de emulsiones fotogréfices nucleares, la téeni

ca del amoniaco, que permite obtener microcristales muy

homogéneos. Las peliculas empleadas por nosotros son de
lg Casa KODAK (Plates Stripping esutoradiografic A.R.10).

El mecanismo {ntimo por el que la radiascidén emitida-
por el elemento radiasctivo produce el emnegrecimiento -
de la pelicula es similar al de la lugz. En la emulsidén-
existen miorocristales de BrAg. lLas cargas eldctricas -
aentes de la exposicidn a la radiamcién son Br= Ag +. Al-
ineidir un fotén (radiacidn), se une al Br— y se libera

' un electrén, el cual se une a la plate y la reduce Ag +
més electrdn, igual & plata metdlica,

Vamos a pasar a describir el método autorradiogréfi-
co empleado por nosotros y los distintos pasos en la -
consecucidn de la imagen sutorradiogréfica.

Hay dos métodos de aplicacién de la emulsidn al cor-

te histoldgicos |

a) emulsidén liquide (coating).
b) emulsidén en forma de pelicula (stripping).

Nosotros empleamos el método de stripping o de con--

tacto., E1 tipo de pelicula la A.R., de Kodak.
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El camino seguido para la autohistorradiografia es:

12,~ Administracidn del isétopo a los
animales objeto de la experiencia.

2%,- Preparacidén de los cortes,

30,~ Puesta en contacte con la emulsién.

49 ,~ Exposicidn.

5¢ +~ Revelado.

12 ,~ ADMINISTRACION DEL ISOTOPO,

A los animales de la experiencia se inyectaron tres-
isétoposs azufre radiactivo, fésforo radimctivo y ee- -
tronclio radiactivo. Todos ellos nos fueron suministra~
dos por la Junta de Energfa Nuclear (Madrid),

Los animales testigo y timectomizados fueron inyecta
dos en el mismo momento y con la misma cantidad de com~
puesto radiactivo,

El radiofésforo (32P., emisor beta, de una energfa -~
de 1.71 Mev, perfodo de semidesintegracidn de 14 dias),
fue inyectado intraperitonealmente, & la dosis de 40 mi
erocuriocs por 100 gramos de peso. Estos animales fueron
decapitados a la hora y veinticuatro horas despuéds de -~
le administreacidn del isdtopo.

El radiocazufre (358., emisor beta de una energia de-
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0,167 Mev, y perfcdo de semidesintegracién de 87 dias),
se inyectd a la doeis de 0.32 microcurios por gramo de-
peso., Los animgles fueron decapltados a los 10 minutos,
30 minutos,

E1 radioestroncio (85Sr‘, emisor gemma, de 0,51 Nev,
de energia, y de 65 dias de periodo de semidesintegra-—
cién), se inyecté intreperitonealmente a razén de 0.1 -
microcurioa por 100 gramos de peso del animal.

El rediocestroncio es un trazador muy interesante pa-
ra conooer la transferencia del caleio en los distintos

gompartimentos del orgenismo.
29 ,~ PREPARACION DE LOS CORTES,

Una vez decapitado el animal,se extirpan las extreml
dades superiores de las tibims, Se fijan en formol al -
10 % y guardades en nevera. A las 24 horas con microto-
mo de congelacién se practican cortes de 20 micras de -
espesor, Los cortes se pegan en portas perfectamente -
1{mpios y desengrasados, Los portas se lavan con mezcla
orémice y luego se pasan repetides veces por agua desti
lada. Se dejan secar al aire, sin que les llegue el pol
vo y posteriormente son introducidos en una solucién de

gelatina y alumbre de cromo.




3¢, PUESTA EN CONTACTO CON LA PELICULA.

Esta operacién es realizada en cdmera obscura, ya —
que las emulsiones son sensibles a la luz al lgual que-
a las radiaciones., Solamente se puede tener encendida -
una pequefia lug roja de muy poca intensidad y a distan-
cia de un metro del lugar donde se trabaja. Debemos esps
rar de 10 a 20 minutos pars acomodarse a la cbecuridad-
antes de empezar el trabajo.

Para colocer la pelfcula sobre el corte histoldgico-
deben guardarse ciertas precauciones, La emulsién se —
presenta en forma de une pelfcula de espesor constante,
adosada a una ldmina de vidrio. En las cajas, estas pla
' cas de vidrio ocon la emuleién, aparecen agrupadas de -~

dos en dos, mirdndose por la cara que tiene la emulsidn.

En le cdmara obscura, con la vista adaptada a la se-
miobscuridad, se corta con una hoja de afeitar, una se-
rie de rectdngulos de 3 por 5 cms., A continuacién se —-
despegan los bordes de cade trogzo y se colocan con sumo
cuidado en un cristalizador con agua destilada a una --
temperatura de 202, con la cara de la emulsién hacia el
agua. Debemos separar con sumo cuidado la pelicula del-
eristal, para que no se desprenda un pequeflo destello -~
luminoso, electricidad estétice, que impresionaria la -

pelfcula, Una vez colocada la pelicula sobre la superfi
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ole del sgua, en unos segundos se hidrata y aumente de-
tamafic, E1 porta con los cortes hietoldgicos se lntrodu
ce en el agua, y de sbajo a arriba se hace ascender hasg
ta colocarle debajo de la pelfouls, procurando que di--
cha pelfcule se extienda sin former plliegues sobre log-
cortes, Luego las preparaciones se colocan en cestillos
de cristal y son secados con una corriente de aire frio
de diez a veinte mimutos, Una vez secados los portas en
los cestillos, se envuelven en papel negro y se guardan
on une caja de cartén envuelte a su vez con otro papel,
pare impedir llegue la luz. Estas cajas se depositan en
una nevera durante los dias que dure la exposicién, o -

sea, hasta el momento del revelado,.

42 ,- TIEMPO DE EXPOSICION.

Es un problema dificil de resolver,sobre todo en Me-
dicina, donde es casl imposible prever la cantidad de -
elemento radisctivo que va a fijarse en la zona a eatu~
diar, No hay un tiempo Sptimo, ya que las distintas mo-
nas presentan diferentes actividades. Deberdn hacerse ~
varias pruebas con tiempos de exposicidn variebles has-
ta lograr una imagen correcta.

Nosotroe hemos realizado variocs tlempos de exposi~ -

oibn, asi:
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F6Bf°r° sessusAsesRRTORITERROIRIS 36-159-
AZufre® sesvsssvsessssscavanesse T id.

LStI‘OﬂCiO eseRBIADEDSRERENVR TR 3 1do
59." REVELADO.

Uno de los problemas més delicados. Hay dos precep--
+os fundamentalest hacer el revelador con agua destila~
da y emplear productos puros. El revelador que emplea--—

mos tiene la sigulente composicidns

ELOD sessssnnssesesnsvsscssccns 2 gramos.
Sulfito sédico anhidro cessses 90 id.
Hydroquinong .eseesssssoccsess 8 id.
carbonato sddico anhidro wxsew 45 A
Bromuro potdsico ceseescssssss O id.

Agua destilada bn»vt-o--wountlooo CaCo

El tiempo de permenencia de la pelicula en el revelg
dor es de cinco mimutos. Trds un paso por agua destila~
da, se introduce en el f£1jedor,de 20 a 30 minutos, El -
£1jedor usado es el rdpido dcido de Kodak.

Une ver fijadas se laven las preparaclones con la pe
1{foula en agua destilada, para limpiarlas del fijador.-
Son secadams, posteriormente, ante una corriente de aire

frio.
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quedan asf, en condiclones de ser observadas y estu-
diedas en el microsecépio, con el que veremos una serie-
de puntos negroe gue corresponden & las gonas donde se-

localiza el isétopo.
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-
- e o g e A s SIS

~ ESTADO ACTUAL UEL PROBLEMA -

Sabido es que en una seccién longitudinal del hueso -
se distinguen en el cartilago de conjuncién o epifiso-dig
fisario tres zonas mecroscdépicamente visibles, que sont

10,~ En contacto con el hueso epifisario una capa blan
co-azulada, homogénea, finamente granulosa, de cartilago-
hialino.

2¢0,- Por debajo, una capa amarillenta, densa, transpa-
rente y de aspecto estriado, construida de cart{lago dege
nerado y calcificados es la zona de degeneracién y calci-
ficacibn,

39,- En fin, en contacto con el hueso diafisario, una-~
capa de coloracién rojiza que contiene numerosos vasQes -
sangufneos: es la zona de osificacidén, a nivel de le cual
aparece el depdsito éseo (zona de osteogénesis).

Examinede la seccién al microscopio, previa adecusda -
coloracién, la zona de cartilago hialino revela la exig-—

tencia de dos partes, completamente distintess une, la 20
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na de reserva, esid formadae por cart{lago hialinoj la -

oliferacién ~ estd constituida por car

otra -~ zona Ue pPI
t{lago seriado.
Las fres zonas del cartilago ae conjuncidén correspon

den a tres procesos nistofisioldgicos que se desarrd- =

1lan sucesivamente, & sabers
- a), el crecimiento del cartilago esté localizado -~

en la gona de cartilago transldcido o de cartilago se—-

riado,

- b), 18 degeneracidn del certilago y su caloifica--

cién estén situados en el esiralo cartilaginoso opaco y

amarillento, Y

- 0)y la elaboracién de las laminillas dseas ocurre-

en el tercer estrato, rojizo y medular. (POLICARD).

Neda nuevo benemos que recoger en este capituloy « -

acerca de lae investigaciones realizadas en torno al —-

problems timo-crecimiento éseo, porque los principales-

trabajos han sido recogides en el capitulo primero.

in el presente cepitulo recogeremos 1a8 observacio——
e hemos hallado en la Literatura~-

oidn de los isdto-

nes mas importantes qu

en relacién con el proceso de la fija

pos radiactives azufre, féeforo y estroncio en cartila-

g0 de conjuncién y zonas dseas adyacentes. Y procedemnos

as{, para que sl lector pueda comparar nuestros hallag-
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gos a este respecto con la informacién bibliografica —
existente,

£1 agufre forma perte de la molécula del dcido con-=
droitinsulfirico, componente esencial del cart{lago de-

‘ conjuncidn.

| DZIEWIATKOWSKI (127), BENESCH y BEFESCH (128) este--
f blecen en sus estudios gue el radiocazufre inyectado en-
o) organismo se va a fljar en cantidad mucho mayor en -
ol cartflago que en otros tejidos,

DZIEWNTATEKOWSKI (127) afirma que el radioazufre se in
corpora a la sustancia fundamental para seguir la sintg
gis del sulfato de condroitina,
 Por su lado, LAYTON (129) hab{a demostrado que la fi
jacién del radioagufre en los tejidos embrionarios ve-—
riaba cuantitativamente segin el ritmo del crecimiento,
es decir, disminuyendo progresivamente a medida que éste
era més intenso (LAYTON (129) y DENKO (130).

BOSTROM (131) observa que la cantided de azufre que -~
se fija en el cart{lago hialino sumenta durante las 408
primeras horas después de la inyeccién para reducirse -
dos semenas después a la mitad del valor méximo, Estas-
experiencias estdn realizadas en ratas adultas,.

ODEBLAD (133) y BOSTROM (131) confirman que el radig

azufre se fija sobre todo en los tejidos en los que se~-



- 66 =

produce la sintesis de mucopolisacdridos sulfiricos.

DIZIEWIATHOWSKI (127) demuestra autorradiogréficamen
te que el metabolismo del sulfato de condroitina es dl-
ferente en las distintes regiones del mismo hueso, cOn-
forme habie sefialado LAYTOR (129). En efecto, en 188 —-
epifisis de los huesos largos de las rates recién naeci-
das, el depbsito méximo del sulfato inyectado tiene lu-
gar en las zonas del cart{lago de conjuncidén que estén-
en trance de ser sustituidas por tejido bseo.,

Por este ragzén, el autor supone la existencia de una
estrecha correlecién entre la sintesis del sulfato de -
condroitina de estas regiones y la calcificacién del tg
jido déseo. Esta idea ir{e apoyeda por la tesis de SIFFERT
(133), segén la cual los componentes de le matriz carti
laginosa son utilizados en la formacién de la matriz -
beea,

En las sutorradiografies de ratas normales encontra~
nos un continuo cembio en la distribucidn del radiosulfa
t0. Primeramente se concentra en las células del carti-
lago, luego se distribuye en la matriz y & los 4-7 dfas
se confine en el cart{lago calcificado y en las trabdeu
las bseas,

En ratas enfermas de latirismo esta secuencia de su-

cesos estd retrasada y a loe 4=7 d{as el radicsulfato -
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estd todavia en la matriz del cartilago, Estas observa-
ciones, efeoctuadas por numerosos sutores (YURIKA K, - -
SHINTANI (134) y TAYLOR (135), ENGFELDT (136), TEGNER -
(137) y BERGQUIST (138).

Ello refleja una disminucién de le tasa de desarro——
1lo endocondral de los animales lat{ricos, por eltera--
cién del muoopolisacérido dcido contenido en la matriz.

Le hipofiseotomfa practicada en lee ratas por DENKO-
(130) ha condicionado menores niveles de fijecién o ab-
soreidn de azufre en loe tejidos,

gl fésforo radiactivo se presenta bajo la forma de -
fosfato inorgdnico. Su “turnover” em el organismo es el
de un foefato disédico.

Los estudioe hechos con el fésforo radiactivo inyec-
tado por via intramuscular han permitido conocer la fi-
jaoidn ésea de este isétopo. BAUER (111),CARLSSON (139)

y LINDQUIST (140),hen estudiado la fijacién del P 32 en
el sujeto normel y en el sujeto osteopordtico,observan~
do que el radiofésforc se deposita bien gobre el hueso y
que esta fijacién es menor en el curso de la osteoporosis,

LACROIX (141) ha estudiado mediante el procedimiento
de la autoradiografia la suerte corrida por el CA45 ad-
minietrado a animales en vias de crecimiento. El isdto-
po se fija y permenece fijado en el tejido ése0 que se-

forma en el momento de la inyeocidn, pero, en razén pre



cisemente del crecimlento, el tejido Oseo0 rauiactivo se
destruye répidamente y &u Ce 45 se reparte, cada vez en
menos cantidad, en el tejido déseo que 86 elabora ulte—

riormente. Resulta de todo ello una reuistfluucxéu con=

tfinua cel Ca 45, fenémeno cuyo conocimiento €8 indispen
pable para interpreiar correctamente las medidas de &ao-
tividad especifica en ol tejido bseo.

Registrado el jsétopo muy pronto, O 864 dieg horas -
después de la administracién, la autorradiografia al ==
Ca45 del hueso compacto gdulto es comparable esencial--
mente & una especie de instanténea fotografica que SoOr-
prendiera el procesc de calcificacidn intense qQue 56 eg
td desarrollando en el tejido en el momento de la inyeg
oidn.

Haciendo el registro nés tardiamente (42 horas des==
pués de la inyeccidn del isbtopo) la autorradiografia es
cualitativemente fuerte Yy comparable & la que resulta -~
cuando 8e hace & corto plazo. Todo ello puede interprf
tarse como expresibn, aunque aiscrete, de lu lenia Te==
novacién hawersiana ocurrida en el entretiempo, ys por-

tanto, de que ha ocurrido una olerta redistribucidn del

ca45 fijedo inicialmente.-
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- OBSERVACIONES PERSONALES -

El cart{lego epifiso-diafisario del oconejo normal --
ofrece una estructura uniforme en todas las preparaclo-
nes estudiamdas, cualesquiera que sea la téonica micro--
gréfica empleada en su confeccidn,

Moviendo la preparacién en forma progresiva de epifi
sis a didfisis se reconocen en é1 los sigulentes esira-
toss '

1¢.- Una zona de células aplanadas, muchas de ellas-
en divisidn mitéeica, superpuestas en pilas o series rg

gulares: es el estrato seriado 6 estrato en columnas.

Dentro de cada columne, las células estén separadas -
unas de otras por delgadas cdpsulas o tabiques itransver-
sales y las columnas adyacentes estdn separadas por an——
chas bandas paralelas de substancia intersticial.

Esta capa es un verdadero estrato germinal, dependien
do de ella el crecimiento en longitud del cartilago y, -

por tanto, del hueso correspondiente.

El aspecto en pilas se debe a la repidisima multipli-




cacién de las células, por lo cual 36 comprimen recipro

camente.
La substancia fundamental del cartilego seriado no -

estd calcificeda.

La capa de cartilago seriado se confunde gradualmen-
te hacia el lado epifisario con el cartilago hielino 11
pico de la epifisis, existiendo entre ambos células dis

puestes en nidos (agrupeciones seme jantes & 108 grupos-

1abgenos del cartilego adulto), que muchas veces no se-
sabe si sdscribir sl cartilago nialine epifisario o al-
propio cartilago de conjuncién.

Las célules més inferiores de las pilas o columnas -
sufren un proceso de vacuolizacién del oitoplasma, y al

aumenter de temafio las vacuolas, aumenta tambidn el vo-

jumen del cuerpo de la célula.
En cuanto al micleo de estas células inferiores de -~

las pilas, unas veces hemos encontrado aumento de tama-
fio de los mismos y otras, por el contrario, una conser-
vacién del temafio, pero de todas formas 1la hipertrofia-
de estas células es expresién de un proceso de cardcter

progresivo.
29,- Una gona vesiculosa © nipertréficg constituida-

por células de gran tamaio o ¢élulas hinchades que 86 -

encuentran alojades en cavidades muy amplias.
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Loe elementos celulares existentes dentro de una ca-
vidad estdn separadas entre si por trabéoulas de matriz
cartilaginosa de pequeiio grosor, y las cavidades estén-
separadas entre s{, a su vez, por tabiques longitudina~-
les de substancia fundamental calcificada.

Le matriz cartilaginosa adyacente a las células hi--
pertréficas o vesiculosas adquiere, merced a la influen-
cia de estas células, la propiedad de la caloificaoién,

Caso de haber en el plaema sanguinec una concentra- -
cidn adecusda de caleio y fosfato, dicha matriz se calcl
fica entonces, en especial a nivel de las anchas bandes
que separan columnas adyacentes de células cartilagino-
pas. Tiene as{ lugar la calcificacién provisional o pre
liminar que proporciona rigidez a la unidén entre el car
t{lago hialine y el tejido dseo esponjoso subcondral, -
sirviendo de nexo de unidén entre ambas formaciones.

En el sector més profundo del estrato vesiculoso las
cdlulas estén degeneradas y capilares sanguineocs, acom-
pafiados de tejido conjuntivo, penetran en el interior =~
de los condroclastos (cavidades que contlenen las célu-
las cartilaginosas), previa rupture o perforacifn de =
sus paredes,

No se conoce aun con exactitud el proceso en virtud-

del cual se disuelve la substancia fundamental que sepa



re les distintas cavidades, asi como las paredes pro= =
pias de éstas, pero el hecho cierto es que, en virtud -
de este proceso desconoccido, se vacian las cavidades y-
el tejido conjuntivo~vascular penetra en ellas.

Le estae manera se constituyen conductos, cuyas pare-
des irregulares estdn constituidas por la matriz certi-
leginosa calcificadaj estos conductos se llenan de teji
do conjuntivo laxo ¥y de vasos, y Se van alarganio a me-
dida que se abren nuevas cdpsulas.

No se orea que todas las cdpsulas se vacien de célu-
las al compés de la penetracién del tejido conjuntivo—-
vescularj algunas de ellas conserven su contenido celu-
lar y entonces estas células supervivientes se convier-
ten en osteoblastos.

Ahora bien, la mayoria de los osteoblastos se forman
por trensformacién de les células mesenquimatosas que ~
acompafian a loe brotes conjuntivo=vasculeres.

Une vez convertidos en osteoblastos, & consecuencia~
de una serie de fenémenos de los cuales el que me jor ob
servamos en nuestras preperaciones es el desplagamiento
del micleo a la periferia, la célula queda como revestl
da de vello, & consecuencia de la considerable retrac—
cién que sufren las largas prolongaciones de las célu~=

las mesenquimatosas.
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El proceso que hemos descrito, observade en nuesiras-
preparaciones y conocido ya por los trebajos de los auto
res oldeicos depende pare ordenada, de la formacidn de =~
1e gona de caloificacidén provisional, que precede inme--
distamente & su avance a la penetracidén de los capilares
on el cartilago y la eliminacién de células mesenquimat
sas,

5i fracasa la caleificacién de le matriz ocartilagino-
sa, & causa de una falta de 108 materialee necesarios pa
ra el tejido éseo, queda interrumpida la eliminaoién de~
1as células cartilasginosas, y si la multiplicecién de eg
tes células en columnes prosigue como habitualmente sucg
de, la place epifisaria sumenta en espesor extraordina-—
riamente.

E1 eumento de la cantidad de substancia intersticial-~
por parte de las célulae del cert{lago de conjuncidn y -
ie calcificacién simulténes de la misma, hace que 1los —-
osteoblastos formados resulten rodeados por ella, quedan
do convertidos en osteoclitos.

Por este razén, el hueso encondral esponjoso estéd com
puesto de trabéculas de diverso tamafio, cubiertas por --
osteoblastos, con unos pocos osteoblastos y con los res-—
tos de la matriz cartilaginosa en el interior,

En las preparaciones oonfeccionadas con la técnica del




PAS- sgzul Aloidn se observa que los mucopolisacdridos-
neutros (tefildos en color rojo) estén localizados 651-
camente en la capa profunda del cartilago epifisario,o
sen, en esta regién que tanto se puede adscribir este-
cart{lago como, al de conjuncién propiamente dicho. (Fi
gura nf 1).

Los estratoe seriado e hipertréfico solamente poseen
mucopolisacéridos dcidos, recognoscibles por la colorg
cién azul propia del alcidn, (Piguras nes. 2 y 3).

Ambos tipos de mucopolisacdridos se hallan presen--
tes en las trabdculas del tejido 6éseo subcondral, aun-
que parecen ser més abundantes los de tipo deldo (Figu
res n%s 4 y 5J.

Y el tejido mieloide contenido en las aréolas del -
tejido 6seo contiene también las dos clases de mucopo-
1isacéridos (Figures nfs. 4 y 5).

El tratamiento de las seociones de cartilago de con
juncién con el Schiff-dcido periddico permite ver gra-
nulaciones oscuraes de mucopolisacéridoes neutros en el-
citoplasme de los condrocitos del estrato hipertréfico
o vesiculoso., (Fig. ne 6), Las células de la zona se--
riada no poseen granulaciones de estas caracteristicas
(Fig. ne 7).

El tratemiento previo con amilasa de algunas seccig




nee que posteriormente sufrieron la coloracién por el -

Pas, demuestra que estas granulaciones son en 8u LAY 0=
ria de glucdgeno, pues desaparecen por la accidn de - -
aquella enzima (Fig. n¢ 8).

Sabido es que el azul de toluidine confiere colora=--

cidn violeta & la substancia fundamental del cartilago,
en tanto que tifie a los nicleos en color agul.

Esta reaccién metacromdtica es general, afectando =«

por igual a todos los estratos que integran en grosor <
el cartilego epifiso-diafisario. (Fig. n® 9).

La observacién a mayores aumentos permite comprooar-
que la intensidad de la reaccidn es uniforms en todos -
loe puntos de la matriz cartilaginosa. (cdpsulas celula
res como trabdculas de separacién de las pilas celulares
o de los grupos de célulae vesiculosas). (Fig. n2 10).

Existen lipidos en el cartilago de conjunocidn, pero-
jrregularmente distribuidos (fig., n? 11). La gona seria
da carece de ellos (figs. nfs. 12 ¥ 13), y en cambio el
estrato hipertréfico los posee (fige. nis. 14, 15 y 16).

Los lipidos aparecen bajo la forma de pequeflas granu
laciones oscuras irregularmente distribuidas por el ci-
toplasma de los condrocitos. La matriz cartilaginosa po
see escasisimee granulaciones.

Le incubacién en la mezcla de GOMORI de secciones car
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tileginosas procedentes de animales controles evidencie

la existencia de actividad fosfatdsica alcalina en la ~

mitad diafisaria del cartilago de conjuncidn, o sea, en
la mitad de éste que queda del lado de la didfisis (Figs.
nes, 17 y 18).

También la zona subcondral posee una gran centidad -
de enzima, localizada tanto a nivel de las trabéculas -
como en el tejido medular gue ocupa las celdillas espon
Joses (Fig, n® 19).

Le inexistencia de fosfatasa en el cartilago seriado
queda demostrada en la Fig. n® 20, y la gran abundancia
de la misme en le zona hipertréfica en la Fig. ne 21,

Tras la incubacién en la mezcla de GUMORI, el fermen
to es visualizado en forma de finos grdnulos, visibles-
tanto a nivel de los condrocitos como en la matriz fun-
demental (Figs. n%s. 22, 23 y 24), y en aquéllos ocupan
tanto los nicleos como los ¢itoplasmas,

El cart{lago de conjuncidén posee getividad S-mucleo

tiddsica, més no en todo su espesor.

Las capas mds préximas al lado epifisarioc del estra-
t0 seriasdo carecen de ella, conforme demuestra la Fig.-
n? 25,

La actividad enzimitica estd traducida en las prepa~-

raciones tratadas por la metddica de McMANUS por peque-




fios grénulos negros de asiento en los condrocitos y en-

los tabiques de substancia fundamental (Fige. nfs. 20,-

27 y 28).

Ta invecoidn de fésforo radiactivo a conejos coniro-

les nos hae permitido observar, una hora despuéds, que es
te elemento se deposita difusamente en todo el espesor-
del cert{laso de conjuncién, en el sector mds profundo-
de 1la ep{fisis y en el tejido Sseo subcondral del lado-
diefisario, (Pig, ne 29).

E1l depdsito en el certflago interese exclusivamente-
5 la matriz cartilaginosa (Fig, n® 30).

A lae veinticustro horas de la inyeccién, la fija- -
0ién en las gonas indicadas se ha hecho més intensa (Fi
gure ne 31), y por lo que respecte el cart{lago se Ob=-
servan también gramilaciones dispersas del material ra-

diactivo en los condrocitos del estrato veslculoso o hi

pertréfico. (Fig. n® 32).

£l estroncio radiactivo al depositerse en todo el eg
pesor del cartilago de conjuncién permite le observa- -
cién microscépice directa del mismo, sin necesidad de -
tener que recurrir a ninguna coloracién. (Fig. nf 33).

£1 estroncio se fija desde el primer momento en me-——

triz cartileginosa y en los condrocitos, amén natural-—
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nente de hacerlo en el tejido éseo subcondral (FigSe

nes. 34, 357 36).
Los condrocitos del esirato hipertréfico aparecen C8

1imitados por un trazo negro may nitido y muestran peé--

queiles expansionea que le confieren un aspecto irregu--

larmente denticulado, e;;;uhién clara de su transiorma=

cién en osteoblastos (Fig. n 37). Ll depdsito de peque

‘--:.ul;LCiOIL~L‘-4 en ©.i III vaL).LLI.-.. ua &G»— u.l.i?-?.-.U-‘" L A

flas gre
caso y exige una detenida observacién microscépica., - =

(fif_,a ne J“).

1 depdsito de agufre radiscotivo en el cart{lego de~

conjuncién es visible ye deede los 10 minutos siguientes

8 la inyeccién (Fig. n® 39), y aumenta progresivamente-
hasta siete dfes mds tarde (Figs. nfs, 40, 41, 42 y 43).

Fl isétopo se fija en mayor cantidad en el tejido =
4seo subcondral que en el propio cart{lago (Pig. n¢ 40),
y en éste lo hace uniformemente al prinecipio (Fig.ne 40),
pero después se deposite més intensamente en lea zona de
cart{laso hipertréfico (Fig, nf 42).

En los primeros momentos el azufre se fija en forma-
difusa, confiriendo al sector de cart{lago correspon-—-
diente, el aspecto de una sombra méds © menos amplia, pe
ro en loe dltimos plazos horarios de muestras observa-——

ciones, se deposita en forma de finf{simas granulaciones



negras (Fig. né 45), ebundant{eimas sobre todo en la ==

regién del cart{lago hipertréfico o vesiculoso.

Ie ablacién del timo produce las giguientes altera--

ciones orgénicas, observables ya & partir de log 15 = -

afas de la extirpaciéni

rdeleagemiento, del orden del 20 %.
quizde por dieten

- Aumento del perimetro abdominal ,
aidn de las asas intestinales,

- Tristeza y disminucién de la agilidad, con movie -

mientos torpes.
- TLos animales que superan los 15 dia
curre una graun mortalidaed-, recuperan parte_

gu fuerza y agilidad, pero sin lle~

s -facha criti

ca en que O
del peso y mejoran
gar o les caracteristicas normales.

En la sutopsia de los animales timectomizados que -

fueron sacrificedos entre 1los 50 y 60 dias despuds de =~

1a intervencién nos encontramos con los siguientes ha-—-

llazgoss
- Aspe intestinales muy distendidas,

- Bazo reducido de tamafio.

- Hepatomegalia,

En lase rauioﬁrafias de los animales timectomizados =
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(Fige. nos. 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 y 53) hemoe ens-

contrado las girniientes glterecionest

- Disminucidn de la longitud corporal,

Disminueién de la altura de los cuerpos vertebra--—

les,

- Dieminuoién de la longitud del jliaco y del fémur.

- Manor densidad &sea.

Dilatacién de la cavidad abdominal,

Disminuoidn de la amplitud de la cavidad tordcioa.

La eliminacién del timo en animales j6évenes provoca-

las sigulentes alteraciones de los test eatudiadoss

- Disminucién considerable del grosor del cartilago-

de conjunoién, como puede observarse en las preparacio-

nes confeccionadas con las diversas técnicas (PFig.n® 54).

én de longitud de las columnas G célulase

eriado (Fig., n® 55) y dlsmiau- -

- Disminuci
propias del cartilago 8
cidn del tamaiio e irregularlidaces morfolégicas de los -

condrocitos del cartilage nipertréfico (Figs. nés. 56 ¥

57)e

- Desorganizacién de la ordenacién celular de las ©Q

jumnas y el cartilago hipertréiico aparece constituido~

de forma globulosa (Fig. nd 58) .
e de los condroclastos de la

por grandes islotes

- Conservacidn del clerr

gona hipertréfica, no observdéndose, por tento, penetra-




»

cién de yemas conjuntivo-vesculares en el interior de -

los mismos.
— Vacuidad de muchos condroplastos (Pig. n2 59), aun

que conservan intactas sus paredes.

_ Tas sreolas del tejido émeo suboondral son amplias,

pero apenas contienen tejido mieloide (Pigs. nf%s. 56, -

60 y 61).
- ILas paredes de estas areolas contienen mucopolisa-

cdridos dcidos y no poseen micopolisacdridos neutros, -

(Pig, ne 62).

En cambio, la zona epifisaria lindante con el carti-

1ago de conjuncién sigue conservanio un cierto tenor de

mucopolis
- El1 cart{lago propiemente dicho, acusa una deple~ -

acdridos de este dltimo tipo (Fig. ne 56).

cién enmorme de mucopolisacéridos doidos (Pigs. nis,. 54~
y 57)4 los mucopolisacéridos neutros disminuyen ~e inolu
80 llegan & desaparecer- en muchos condrocitos (Figse., -~ i

nes, 62, 64, 65 ¥ 66).
- Dieminucién de la basofilia ¥y disminucién también-

de la I‘BBCCién met&cramética, (Figst nes, 67* 68, 69'

70 ¥ T1).
- Los 1{pidos sudanéfiles del cart{lago seriado pue~-

den disminuir o pueden permanecer inalterables, segin -

lo8 caso08,
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Le disminucién (Pigs. n%s. 72, T3 ¥ 74), afecta espg
cielmente & loe que tienen localizacibn intracelular, =
pues en la substencia fundamental siempre se encuentra-
alguno que otro grémulo disperso.

Les Piruras 75, 76 y 77, corresponden a cart{lagon ~
de animales timectomizados que no sufriaron deplecidn -

en su contenido lipfdico.

Le actividad fosfatdsica alcalina del cartilago de -

conjuncién sufre inicialmente en los animales timectomi

gados une disminucién de actividad a nivel del estrato-

nipertréfico, pero en cambio, &parece en las zonas media

e inferior del estreto columnar o seriado (Figs. nes.

78, T9, 80, 81, 82 ¥ 83).
Los grénuloe negros que

nética eparecen localizados en el oitoplasma de los con

traducen este actividad enzi

drocitos, no existiendo ni en los micleos, ni tampoco ~

en la metriz cartileginosa, (Fig. nd 84).

Con el tramscurso del tiempo (animal sacrificado 45—

di{ae después de la timectomfa) termina por desaparecer-

la gotividad enzimédtica en las regiones del cartilago -

seriado que normalmente no la tienen y ei que habia apa

recido como consecuencia de la intervencién, y en el -~

cart{lago hipertréfico conserva el bajo nivel alcanzado

tras la timectomia.
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- Le 5-nucleotidasa desaparece en ol cartflago seria

do y tembién en la matriz cartilaginose del estrato hi-
pertréfico o vesiculosoy en algunas células cartilaging
ene de cste ¥ltimo estrsto se pueden visuelizar alguno-
que otro erdnulos negros diseminados por los protoplas-
mes. (Fige. nfs, 85 y 86).

" Las trabéculae bseass de la regién subcondral y el —-
contenido de les areblas de esta regién (tejido mieloi~
de) poseen en cambio un elevado pivel de activided fer-
mentative (Pigs. nes, 85, 87 y 88).

- E1 fésforo radisctivo inyectado a animelee timectg
mizedos & la hora de la inyeccién apenas se ha deposita
do en la substancia ésea de le regién subcondral; en —-
cambio, en la matrisz del certflago de conjuncién existe .
en mayor centidad que en los animales controles a la -
misma hora. Los condrocitos de la regién hipertréfica y
loe osteoblastos de la zona subcondral poseen también - |
mayor cantidad de granulaciones que en los animales con
troles. (Fig. n? 89).

A lae 24 horas de le inyeccién, ha eumentado la fija
cién de material radiactivo en algunas de las trabéou--
las del tejido 8seo subcondral, pero un gran nimero de-
trebéculas poseen menor cantidad de fésforo que en los-

animales controles, (Figs, nts. 90, 91 ¥ 92).
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Coincidiendo con sote hecho, algunos condrocitos de-
1a zona cartilaginose hipe:'tr(Sf'ica han perdido loe v -

mlos de fésforo ~adisctivo, (Figs. nes. g3 y 94).

El estroncio radisctivo se fija en menor centidad en

el cartilago de conjuncibén de 108 animales timectomiza=
dos (Figs. n9s. 95 ¥ 96), llegando & 1e anulacién del -
depbeito en los animales que sobrevivieron 45 dlas. - -
(Fig. n? 97).

ia timectomia altera tembién el mecanismo de fije~ -
cién normal del azufre redisctivo, determinando un me~—=
nor depbsito de éste, tanto en cartilago como en el ¥e-
jido bseo subcondral (Figs. nés. 98, 99, 100, 101, 102,
103, 104 y 105).~
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CONSIDERACIONES GENERALES Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

La nFtirnnciﬁn del timo produce, evidentemente, alte-
raciones esqueléticas recognoscibles radiogréficamente,~
e la par que una disminucidn general del peso corporal -
del enimal. Pero es sorprendente que aquellas alteraciones
no sean generaligedas, sino que queden reducidas a vérte
bras, térax, cinturén pelviano y fémyr.

Y sorprende por cuanto mieroscdpicamente se comprue--—
ban alteraciones estructurales e histoquimicas en el car
t{lazo de conjuncién de la extremidad superior de la ti=-
bia, que es el que hemos tomado como material de estudlo
en nuestro trabajo, y es de suponer gque al igual que -~ -
axisten en éste las haya también en los cart{lagos de ~-
conjuncidén de otras plezas esqueléticas,

Como se ha indicado en el ecap{tulo anterior, t0408 ~-
108 test de estudio empleados han pufrido una evidente -
alteracidén en los animeles timectomizados, ¥ teambién ha-
resultado perturbada la reaccién autorradiogrdfica del -

cart{lago frente a los isdtopos estroncio ¥ azufre, aun-




que no en el mismo sentido la correspondiente al féafo~
ro 32,

La ablacién del timo produce por de pronto una redug
cidn considerable del grosor del cartilago de conjun- -
oién, una reducoién de la longitud de las " piles " del
estrato seriado y una alteracién morfolégica considera-
ble del estrato vesiculoso o hipertréfice del cartilago.

Dado que el estrato seriado es el reesponsable del cre
cimiento en longitud de le pieza esquelética, y dado tam
bidn que el estrato hipertréfico o vesiculoso es el pro-
tagonista del proceso de osificacién, parece légico in—-
terpretar nuestras imdgenes como expresién de une pertur
pvacién del orecimiento de indole retraso.

También los hallazgos de naturalesze histoquimica apun
ten en el mismo sentido (o en la misma direcoién).

En efecto, el glucdgeno desaparece de las células del
estrato vesiouloso, y sabido es, por los estudios de = -
SCHAJOVICZ, FRITZ y CABRINI (110) que en el cart{lago de
conjuncidn en vias de orecimiento existe un aumento de -
le cantidad de este oarbohidrato,

Le dieminueidn de glucdgeno que encontramos vé pareja
con una limiteoién del depdsito de sulfato, hecho compro
bado por algunos autores y ratificado por nuestras proe--

pias observaciones,
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La disminucién de glucdgeno gque registramos condioip
na -siguiendo las ideas de HAM- (64), una deficiencia de
produccidén de proteinas y macoproteinas que luego utili
zen los osteoblastos para la produccién de la matriz o8
teoide, y por tanto, una deficlente produccién también-
de esta matrigz,

Los condrooitos de los animales timectomizados elabg
ran menor cantidad de mucopolisacdridos dcidos y, por -
tanto, la matriz cartilaginosa resulta defectuosa.

He aqui la razén de que la basofilia y la reaccidn -

metacromitica del cartilago de conjuncién se alteren y -

lleguen a desaparecer.
31 se tiene en cuenta que los trabajos de WILLIAN y-

GAINESVILLE (68) demuestran que la reaccién metacromdti
ca esquelética solamente es dada la matriz pobremente -
mineralizada, habria que estimar nuestros hallazgos co-

mo trasunto de aumento de mineralizacién en la zona ve-

siculosa del cartilago.

Pero 21 se consideran las opiniones de DZIEWIATROWSKI
(127) segin la cual existe una estreoha relacidn entre la
s{ntesis del sulfato de condroitina y la caleifioacibn del
tejido éseo, que se nsoforma paralelamente a la desiruc-
cién del cartf{lago,y ls de SIFFERT (133) segin la cual lo0s

componentes de la matriz cartilaginosa gerfan utiiiza=~
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dos en la formacién de la matriz bsea, resulta insoste-
nible la tesis sostenida por WILLIAN y GAINESVILLE (68).

Nosotros podriamos lanzar una tesis intermedia, oon-
siderando nuestros hallazgos relatlvos & la fijacidn de
téaforo y estroncio radisctivos. Esta tesis seria elds-
tica, es decir, apoyaria la opinién de estos dltimos au
tores, respecto al fésforo, y en cambio, estaria més en
consonancisa con la idea de DZIEWIATROWSKI (127) y SIFFERT
(133), respecto a calcio y azufre.

Los 1{pidos del cart{lago de oonjuncién sufren cam--
bios indiscriminados, ora disminuyen, ora Bse conservan-
-aparentemente- inveriables, ora gumentap.lecimos apa--
rentemente, porque al lector Bse je @lcanzard lo diffcil
que es valorar en la imagen nistoldgica la cantidad de-
una substancia, y que este valoracién puede estar suje-
ta a error.

Le tesis defendlda por ROTHPIELD y TAKESHITA (74) de
que los lipidos estén implicados en la sintesis intracg
jular de los polisacéridos complejos, no puede ser admi
tida mée que en los casos en que parecen estar dismioui
dos, por que en tales cesos el glucdgenc estd ausente.

18 timectomia produce una reduccidn considerable del
necanismo de calcificacién del esqueleto, al emular la-

produccidén de fosfatasa alcalina por parte de las célu~




las hipertrofiadas del estrato vesiculoso del cartila-
go0. Recuérdese que esta enzima es la responsable de la
calcificacién de las trabédculas cartileginosas de - —-
aquel estrato.

Apaga también la actividad S5-nucleotiddsica del car
t{lago, con lo cual se perturba el metabolismo de los-
prétidos y la difusién del agua y de los iones desde -
los vasos del estrato subcondral, Todo ello es expre—
8ién de una disminucidn de le actividad vital del ocar-
t{lago de conjuncidn.

Nuestro estudio autorraiiogrédfico de la absorcibn -
de azufre radiasctivo en el cart{lago de conjuncidn de-
muestra que le timectomfa produce una disminucién de -
azufre rediactivo en aquél, debido a una interferencia
primaris del metabolismo o sintesis de los mucopolisa-
céridos doidos, en particular del sulfato de ocondroiti
na.

Nuestras observaciones son peralelas, por tantb. a-
las realizedas por DUFUIS,GRAF y BESCOL-LIVERSAC (142)
en 19671 una elevecién correlativa de la fijacidén del-
sulfato (azufre) y del calcio en loe tejidoe metafisa-
rioe (cart{lago de conjuncién y hueso de neoformacién)
ecompafia al impulso de crecimiento que se observa en -

ratas raquiticas cuardo son tratades por la vitamina D,
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También CHARLES W. DENKO (143) encuentra en el carti
lago atrofiado de ratas hipofisectomizadas menores nive
les de sbsorcidn de azgufre en los tejidos.

La disminueién de la absoreién de estronecio por el -
cart{lago de conjuncidén ee otro {ndice del retraso del-
crecimiento esquelético.

Por el contrario, el comportamiento del "turnover" -
del ion fésforo era de distinto signo en nuestros animg
les experimentales, asistiéndose & un aumento de le fi-
jacién del mismo en los tejidos metafisarios,

Estes observaciones no ven de acuerdo,por otra parte,
con las de PARHON, POTOP y NICOLESCOU-ZINCA (38) en ani
meles Sanos y cancerosos, pues nosotros hallesmos un de-
pésito muy alto del ion en los tejidos metafisariocs, y-
en cambio los autores rumenos encuentran que la adminis
tracidn de estractos timicos aumente la incorporacién -~
del P32 en los diversos frganos de los animales testi
gos y tembién en los enimeles portadores de tumoree, -
significando que el extracto t{mico estimula la veloci-
dad del metabolismo fosforado.

Tampoco va de acuerdo con nuestras observacliones en-
otros terrenos, porque demostrada que la timeoctomfa con
dicione une deficiente creacién de la substancia funda-

mental, légicamente el fésforo radiactivo deberia de---




positarse en pequefiisima cantidad.,
La correlacién emtre la presencia de macopolisecdri-
dos sulfatados y la mineralizacibén de las matrices caleio
afines ee un hecho bien evidente. DUPUILS, GRAF y BESCOL~
LIVERSAC (142) demuestran que la nipofisectomia y el ra-
quitismo tienen una lesién bioquimica comin, cudl es el-
empobrecimiento en micopolisacéridos sulfatedos y el - -

afecto de mineralizacién que es subsidiario & aquel empo

brecimiento. Sin embargo, los cuadros morfoldgicos en am

bas enfermedades aon opueston.

El depésito exagerado de féaforo no explicaria la me-
nor densidad radiogrdfica que presentan los huesos de —
108 animales timeotomizados en mestras radiografias.

LA qué se debe el comportamiento tan diferente que -——
tiene el turnover éseo del fésforo con relacidn a los ci
clos de calcio y azufre?.

Honradamente no podemos contestar a esta pregunta,

Llegados a este punio, debemos preguntarnos sobre el-
mecanismo patogénico de los camblos estructurales e his-
toquimicos determinados en ol cart{lage de conjuncién —
por la extirpacién o exéresis del timo. 44 qué se debe ~

el que la ablacién de este Srganc produce alteraciones -

en el carti{lago?.

En principio, podrfa atribuirse al fallo de un "Factor
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numorel t{mioo® estimulante de la secrecidén de las célu
las adenohipofisarias que elaboran la gomatotrofina, ha-
bide cuenta de que tras hipofisectomfams, DUFUIS, GRAF y-
BESCOL-LIVERSAC (142) han encontrado alteraciones simila
res a las que hallamos nosotros por extirpacién del timo,
a saber: atrofia, desaparicién mds o menoe completa de -
la capa hipertréfica y desapericién de los micopolisacdri
dos sulfatados que esta capa elabora,

Pero para confirmar esta idea, es necesarlo repetir -~
lae experiencias, administrando hormona somatotrofa a los
animales timectomigzados, Solamente el hallazgo de carti-
lagos normales en estos animales pernitirfa el estableci
miento del mecanismo patogénico que acabamos de apuntar-
aprioristicamente.

Los autores cldsicos lo atribuirfan,sin duda, a la ca
rencia del glutation o de una fraceidn parecida a dsta,-
pues tanto en los extractos utilizados por ASHER (26) oo
mo en los de HANSON (27) se aprecia gran cantidad de azy
fre,y 61 grupo de ROWNTREE (27) ha descublerte que usan-
do solamente la cisteina y el glutation pueden lograrse-

seme jantes a loe que se oonsiguen con el extracto del timo.

Ie arginina, lisina y cistina son estimalantes del --
crecimiento, siendo el mds poderoso la cistina con su dg

rivado, la cisteina.Excita tambidn el orecimiento ademds
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del glutetion la vitamina C, Segin GUDERNATSCH (144),

hay una enzima especifica del timo que estd destinada a

formar el glutation 2 base de la cisteina, dcido gluté-
mico y glicina, y ceder poeteriormente este compuesto a

loe otros tejidos una vez terminada la elaboracidén,-







SgoNCcLUSIORRS o

Del estudio de nuestras series de radiografias y de -
preparaciones microgrdficas, cbtenidas de conejos contrg |

|
les y de conejos timectomizados, se coligen las siguien- i

tes observaciones:

18, - Le timectom{a produce una atrofia del cartilage

de conjuncidn.

28, ~ La timectomia hace desaparecer el glucbgeno del 1

citoplasme de las células del estrato hipertréfico o ve- |
siculoso. 1

3#, - La timectomfa condiciona la produccién de una - A
matriz cartilaginoss pobre en micopolisacdridos dcidos - |
(§cido comdroitinsulfirico).

4¢, - La timectomfa anula la actividad fosfatdeioca al
calina del cartflago epi{fiso-diafisario.

58, ~ la timectom{a destruye le actividad S-muclecti_
ddsioca del cartilago de conjuncidn,

La pérdida de esta actlvidad significa una alteracién |
del metabolismo de los prétidos que interviene en la ela
boracién de la matriz cartilaginosa ¥y también ol fallo -

del trasiego de agua y de lones desde el estrato subcon-




dral vascularizado.

68, — la fijecién del azufre radiectivo estd pertur-
bada, porque al haber menor cantidad de matriz existe -
consecuentemente una inhibicidn de la incorporacidn de-
aquel elemento radiactivo dentro del sulfato de condrol
tina,

78, ~ E1 cartflago de conjuncidn normalmente fija -
una cantidad apreciable de estroncio.

La extirpacién del timo, reduce a niveles muy bajos-
ssta fijacidn, as{ como la gque normalmente oourre en --
las trabdculas de tejido endocondral del estrato subya-
cente al cartilago,

88, - E1 fésforo radiactivo se fija en mayor ocanti-—
dad en los tejidos metafisarios de los animales timecto ‘
mizados que en los mismos tejidos de los animales contrg
les., '

98, - Radiogréficamente, se aprecia en el esqueleto-
de los animales timectomizados una menor longitud de —
las piezas esqueléticas y una menor densidad del contrag
te radiolégico,

108, - Es evidente que la extirpacién del timo produ
ce alteraciones del desarrollo corporal y esquelético,

Se sugiere una hipétesis para explicar la patogenia-
de los cambios estructurales e histoquimicos hallados -
en ol cart{lago de conjuncién de los animales timectomi

gados,
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