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Modificaciones histoquimicas y vasculares en la fisis tibial
de la rata inducidas por el enclavijamiento

G. GARCES MARTIN*, **, E. GUERADO PARRA** y J. RAMIREZ GONZALEZ*

RESUMEN

En la tibia derecha de 56 ratas macho de un mes se introdujo una aguja de 0°9
mm. de didmetro y 15 mm. de largo, atravesando la fisis proximal perpendicular-
mente. Fueron sacrificadas en grupos iguales al cabo de 2, 4, 8 y 12 semanas em-
pleando diez animales para estudiar la presencia de proteoglicanos, mediante la tin-
cion del azul alcidn, y cuatro para estudio vascular.

Desde el principio, en la mayoria de animales se observé una disminucién, y
luego ausencia, en la captacion del azul alrededor de la aguja con normal colora-
cion del resto de la fisis comparada con la contralateral. Al cabo de dos semanas,
en la epifisis y metéfisis se aprecié un incremento de la vascularizacién en la zona
de la aguja, sin llegar a invadir la fisis. Después de la octava semana varios vasos
cruzaban la placa fisaria en la zona de insercién del cilindro metalico pero dejaban
indemne el resto del cartilago de crecimiento.

Los hallazgos de este trabajo sugieren -que las agujas tienen un efecto directo
sobre los cartilagos fisarios como inductoras de osteogénesis.

Descriptores: Osteosintesis. Cartilago de crecimiento. Rata.

SUMMARY

A pin, 0°9 mm. in diameter and 15 mm. long, was inserted in the right tibia
of 56 one month-old-male rats crossing the proximal growth plate. The animals were
sacrificed at 2, 4, 8 and 12 weeks after operation. A histochemical, Alcian Blue stai-
ning, and microvascular study was carried out in the proximal growth plates of both
tibias.

In most animals no Alcian Blue staining was observed on the growth plate
around the pin from the beginning, but the remaining growth cartilage was normal
as compared to the contralateral one. At the 2nd week vascular supply increased
around the pin both in the epiphysis and the metaphysis but no vessels were ob-
served to cross the growth plate. After the 8th week a few vessels crossed the physis
where the pin was inserted but not in the remaining plate.

These findings suggest that pins inserted across groth plates induce bone forma-
tion in them.
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Introduccion

Existe una gran controversia acerca
de los efectos que producen las agujas
que atraviesan las placas de crecimiento.
Mientras que para algunos autores las os-
teosintesis no roscadas tienen un efecto
nulo o minimo (1. 2, 3. 4. 5, 6, 7) para
otros darian lugar a un enlentecimiento
del crecimiento dseo (8, 9, 10, 11, 12).
Recientemente ha sido reportado que el
retardo en el crecimiento sélo se produce
tras ser mantenidas las agujas durante un
tiempo considerable (13).

Los estudios histolégicos de los auto-
res que se han ocupado de este problema
fueron realizados en periodos muy aisla-
dos. CAMPBELL y cols. (3) observaron
irregularidades del cartilago alrededor de

FiG. 1.— Radiografia del miembro posterior de
la rata tras enclavijamiento.

la aguja con interfase fibrosa y ocasional
aparicion de trabeculacidn, sin indicar el
tiempo de aparicidn de estas modificacio-
nes. SIFFERT (6) sefialé la presencia de un
tejido similar al endotelial y BAILEY y
DuBow (2) refirieron la existencia de fi-
brosis y trabeculacién en algunos anima-
les. Tampoco estos autores indicaron
cuando aparecieron sus hallazgos. Unica-
mente GARCES y GUERADO (14) efectua-
ron un seguimiento evolutivo, compro-
bando la progresiva transformacién del
cartilago fisario alrededor de la aguja que
dié lugar a un puente de epifisiodesis sin
alteracion del resto de la fisis.

Para intentar conocer algunos aspec-
tos de los mecanismos que condicionan
esta transformacién, en este trabajo sc
estudian las modificaciones microvascula-
res e histoquimicas, referidas a la presen-
cia de proteoglicanos sulfatados, que
acontecen tras la insercién de agujas a
través del cartilago fisario.

Material y método

Se han utilizado cincuenta y seis ratas ma-
cho cepa Spraguc-Dowley de un mes de edad,
entre 70 y 85 gramos de peso. Tras ser anes-
tesiadas con eter se realizo una incision para-
patelar externa en la rodilla derecha, rechazan-
do el tendon rotuliano medialmente e introdu-
ciendo una aguja de 0°9 mm. de didmetro y 15
mm. de largo en la zona interespinal de la me-
seta tibial perpendicular al punto central del
cartilago de crecimiento. Para evitar la emigra-
ciéon distal de la aguja se practicd una curva-
tura de 90° en su parte proximal. La piel se su-
turé tras comprobar que la aguja no interferia
con el movimiento normal de la articulacion
por estar situada en la escotadura intercondi-
lea. Una vez finalizada la operacion los anima-
les fueron devueltos a su entorno natural per-
mitiendoscles comer y beber ad libitum.

Tras ser divididos en cuatro grupos de ca-
torce elementos se sacrificaron al cabo de dos,
cuatro, ocho y doce semanas de realizada la
operacion. De cada grupo diez fueron utiliza-
dos para estudio histoquimico y cuatro para es-
tudio microvascular. Para el estudio histoqui-
mico, una vez sacrificados los animales, se ex-
trajeron ambas tibias, eliminando la aguja y las
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partes blandas. El tercio superior de las mis-
mas fue fijado en liquido de Bouin durante 24
horas, decalcificado en solucion de Schmorl,
deshidratado e incluido en narafina segin téc-
nica habitual. Tras cortes de 7 micras se tife-
ron con la técnica del Azul Alcian de STEED-
MAN y LISON (15) para observar en azul los
mucopolisacaridos acidos. El estudio de la vas-
cularizacion se llevo a cabo siguiendo la téeni-
ca descrita previamente por GARCES y GARCIA
CasTELLANO (16).

[ o i

Resultados
Histoquimica

Al cabo de la segunda semana de comen-
zada la experiencia, en las extremidades encla-
vijadas pudo observarse un doble patrén histo-
quimico: en la mayoria de especimencs la zona
alrededor de la aguja no captaba el colorante
azul salvo en zonas aisladas de la capa hiper-
trofica. La matriz de esta zona motraba fend-

FiG. 2.— Dos aspectos distintos de la fisis tras dos semanas de cnclavijamiento. En A) la cap-
tacion del nuevo azul es completa y no hay formacion ésea, 25X. En B) ];1 zona adyacente al
hucco no capta ¢l azul y demuestra formacién de trabeculacion Gsea. 63X. Azul Alcian.
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menos degenerativos con muchas partes en las
que incluso ¢l rojo neutro utilizado como mor-
diente no era captado (fig. 2 A). Estas partes
evidenciaban la misma coloracién que el hueso
epi v metafisario. El resto de la piaca mostra-
ba la normal positividad al azul para la edad
de los animales. En el resto de los animales,
donde el cartilago adyacente a la aguja apare-
cia sin alteraciones, toda la placa mostra-
ba un intenso color azul indicando la positivi-
dad de la presencia de proteoglicanos sulfata-
dos (fig. 2 B).

A las cuatro semanas la placa fue perdien-
do positividad al azul alcidn en las tibias dere-
chas. como corresponde a la involucién fisiold-
gica propia de la edad. De este modo persistia
la coloracién azul a nivel de la matriz cartila-
ginosa en el tercio epifisario de la capa proli-

FiG. 3.— Corte en el que se demuestra la mi-
crovascularizacion epi y metafisaria tras doce
semanas del enclavijamiento. La zona central
se aprecia atravesada por vasos que unen am-
bos sistemas vasculares (flechas) mientras que
el resto de la fisis (F) permancce indemne a
esta invasion. Método de Spaltcholz, 12X.

ferativa y en casi toda la capa hipertréfica. En
esta era especialmente evidente la intensa co-
loracion mostrada por el anillo perilacunar.
Por el contrario, la capa germinal y los dos
tercios restantes de la proliferativa presentaban
un color rojo que identificaba la ausencia de
mucopolisacaridos dcidos. En la zona fisaria
adyacente al sitio ocupado por la aguja se
apreciaba una estrecha franja que no tomaba
el colorante azul pero si el rojo. La zona en
mas intimo contacto con la aguja no se teiia
y mostraba su osificacién, uniendose sin solu-
cion de continuidad al hueso epi y metafisario.

Después de ocho semanas las fisis enclavi-
jadas habian perdido, casi en su total exten-
sién, la capacidad de captar el azul alcian.
Unicamente la capa hipertrdfica seguia tifien-
dose con este color a nivel de sus nicleos y ¢s-
pecialmente el anillo perilacunar de sus com-
ponentes. Seguian observandose, no obstante.
algunas dreas aisladas positivas. Alrededor de
la insercién de la aguja, la coloracion roja no
mostraba diferencias con el resto de la fisis y
s6lamente la estrecha franja adyacente, corres-
pondiente al puente dseo, no se tenfa, demos-
trando la ausencia de cartilago.

A las doce semanas, el color rojo existente
practicamente en toda la extension de la placa
demostraba la degencracion fisiologica que
acontece a esta edad en la rata. Unicamente la
malla de fibrina que ocupaba la periferia del
hueco dejado por la aguja. mostraba una débil
coloracion azul. El puente 0sco mostraba las
mismas caracteristicas de la ctapa anterior.

Durante toda la experiencia la placa fisaria
alcjada de la aguja no mostro diferencias con
la de las tibias controles.

Microvascularizacion

Al cabo de dos semanas pudo observarse la
vascularizacion tipica de los cartilagos fisarios.
formada por tres sistemas principales: el siste-
ma epifisario, con pequenas arterias que for-
man un entremado vascular que envia arterio-
las hacia la parte superior de la fisis y sin lle-
gar a atravesarla sc reflejan nuevamente hacia
la cpifisis a nivel de la capa de células de re-
scrva; ¢l sistema metafisario, formado por la
division cada vez mds arborizada de las dos ra-
mas de la arteria nutricia hasta terminar ¢n pe-
quenos capilares que oradan la capa degenera-
da dc la fisis, sin atravesarla tampoco; por dl-
timo ¢l sistema pericondral, que proviene de
los vasos que rodean al cartilago de crecimien-
to y, tras una corta excursion paralela a éste,
se dirijen perpendicularmente hacia él confun-
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dicndose con las ramas del sistema metafisario.

Esta estructuracion. que  se corresponde
con la de cualquicr otra zona fisaria, solo sc
veia alterada a nivel de fa insercion metiilica,
donde podia apreciarse un marcado aumento
de la vascularizacion alrededor de la misma,
tanto en la epifisis como en la metifisis. Con-
servaban, no obstante. ¢l «respeto» por la fisis
v no llegaban a contactar ambos sistemas.

A partir de la cuarta semana los patrones
vasculares s¢ mantenian sin cambios y. aunque
continuaba ¢l marcado aumento alrededor del
drca que habia ocupado la aguja. no fue hasta
la semana octava cuando pudo apreciarse dife-
rencias: a este nivel, numerosos vasos del sis-
tema epifisario atravesaban la fisis y se ponian
en contacto con sus congéneres metafisarios.
Este «puente» vascular contrastaba con la au-
sencia de estas estructuras que mostraba el res-
to de la placa fisaria. indicando que la invasion
s¢ habia producido cxclusivamente en el area
danada por la aguja.

Discusién

Como ha sido comprobado anterior-
mente, la insercién de agujas no roscadas
a través de los cartilagos de crecimiento
da lugar a la aparicion de puentes Oseos
alrededor de las mismas (2, 3, 14). Algu-
nos autores que observaron esta neofor-
macion osea la consideraron fruto de la
reparaciéon de la microfractura producida
por la insercién del material (2, 3). Sus
estudios se realizaron en periodos aisla-
dos, sin seguimiento evolutivo. GARCES y
GUERADO (14) comprobamos que el cam-
bio inicial era una decgeneracion de la
placa fisaria alrededor de la aguja y no
una invasion del hueso epifisario. Esta
zona se osificd progresivamente hasta
presentar el aspecto observado por los
autores mencionados. La simple observa-
cion histolégica realizada en este trabajo
dejaba muchas dudas por resolver.

Las modificaciones histoquimicas estu-
diadas en este actual trabajo representan
una interesante aportacion. La observa-
cién de algin especimen en el que no se
produjeron cambios en la captacion del

azul alcidn después de las dos primeras
semanas, coincidiendo con la no apari-
cion de hueso, obliga a pensar en una re-
lacion muy directa entre ambos clemen-
tos. Efectivamente, la presencia de pro-
teoglicanos de larga cadena, tipicos de la
capa proliferativa, inhibe la calcificacion-
osificacién en ese area (17, 18, 19).

Por el contrario, en aquellos animales
en los que se aprecio desde el principio
la apariciéon de tejido 6seo alrededor del
hueco dejado por la aguja, era evidente
un drea mds o menos amplia, adyacente
a la anterior, en la que la ausencia de co-
lorante azul demostraba a su vez la de
proteoglicanos sulfatados. La normalidad
en el resto de la fisis, en cuanto a cap-
tacion del colorante, evidencia que nues-
tro hallazgo esta condicionado por la in-
sercion del metal.

La disminucién de la sintesis de pro-
teoglicanos, puede tener varias explicacio-
nes. El exceso de presion al que estin so-
metidas las células adyacentes al metal,
que no pueden adaptarse al mismo, po-
dria condicionar este hallazgo. ERLICH y
cols. (20) comprobaron que la presion
ejercida por grapas sobre las placas fisa-
rias frend la actividad proliferativa de los
condrocitos pero no alteré la captacion
de sulfatos marcados con S;;. Esto de-
mostraba que la sintesis de proteoglica-
nos no se veia alterada por la compresion
sostenida en la fisis. Mds recientemente
VaN KAMPER y cols. (21) demostraron
que la compresion intermitente diod lugar
a un aumento de la sintesis de estas es-
tructuras in vitro. De este modo, la pre-
sion de la aguja no puede ser sugerida
como la responsable de los cambios his-
toquimicos en nuestros animales.

Ha sido demostrado que la falta de
movimiento y carga da lugar a una dismi-
nucién en la produccion de proteoglica-
nos del cartilago articular (22, 23. 24,
25). Siguiendo esta comprobacion podria
argumentarse que la inmovilizacién pro-
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vocada por ¢l dolor tras la insercion de la
osteosintesis condicionaria nuestros ha-
lazgos. Sin embargo, si bien es cierto
que nuestros animales mantenian relati-
vamente inmoévil el miembro operado du-
rante los dos primeros dias. a partir del
tercer dia el movimiento en las dos extre-
midades fue exactamente igual. En este
sentido, GARCES y GARCia CASTELLANO
(16) observaron que después de mantener
inmovilizada una extremidad posterior en
ratas jovenes, el cartilago epifisario femo-
ral superior sufria una disminucién en la
captaciéon del azul alcidn. Sin embargo,
GARCES y RAMIREZ (26) comprobaron
que no sucedia lo mismo con el cartilago
de crecimiento tibial. Este, desde la pri-
mera semana de inmovilizacion, mostraba
una ligera mayor apetencia por el colo-
rante que el de la extremidad libre, sien-
do esta diferencia mds acentuada al cabo
de cuatro semanas.

Incluso con no aceptar lo anterior-
mente expuesto dificilmente podria expli-
carse por la inmovilizacién la diferente
captacién del azul alcian entre el area al-
rededor de la aguja y el resto de la placa,
zonas sometidas por igual al movimiento
del hueso.

La posibilidad de alteraciones en la
sintesis de proteoglicanos mediatizadas
por fendmenos electroquimicos en nues-
tros animales, representa una interesante
sugerencia. BRIGHTON vy cols. (27) demos-
traron que la sintesis de estos compuestos
por parte de los condrocitos varia depen-
diendo de diversas corrientes eléctricas.
Aunque no pasa de ser mera especula-
cién, los pequenos cambios electroquimi-
cos producidos alrededor de la aguja pue-
den haber causado las modificaciones his-
toquimicas observadas en nuestro traba-
jo. Esta teorfa puede soportarse en el re-
ciente articulo de BRIGHTON y HUNT
(28), quienes encuentran que la coloca-
cion de electrodos en la cavidad medular
de tibia de conejos induce la formacién

osea independientemente de que se use
corriente 0 no.

El aumento de entramado vascular
epi y metafisario observado desde el prin-
cipio de nuestra experiencia, puede justi-
ficarse por el trauma local que supone la
introducciéon de la aguja. Légicamente
esto conlleva un fenémeno reparador que
es responsable del hallazgo antes mencio-
nado. La falta de comprobaciéon de vasos
atravesando la fisis en la zona traumati-
zada al cabo de dos semanas soporta
nuestra teoria de que la transformacién
observada en el cartilago fisario alrede-
dor de la aguja no fue fruto del trauma-
tismo sino inducida por la propia aguja
(14). La abundancia de vasos en dicha
zona al final de la experiencia demuestra
la enorme actividad que ha tenido lugar
alrededor del metal y la solidez de la es-
tructuraciéon dsea que puentea la epifisis
y la metéfisis.

Teniendo en cuenta las consideracio-
nes hechas hasta ahora, nuestra explica-
cién a los fenémenos acaecidos tras la in-
sercion de agujas a través de las placas fi-
sarias es la siguiente:

Después de producirse el enclavija-
miento tiene lugar un fenémeno inflama-
torio con aumento de vascularizacion y
demas factores que condicionan la res-
puesta Osea a nivel trabecular epi y me-
tafisario. En la fisis, a través de un me-
canismo de compresién local y fenéme-
nos electroquimicos, alrededor de la agu-
ja se producen cambios que conducen a
una disminucién de la divisién celular y
de la sintesis de proteoglicanos. La zona
afectada se calcificard y osificara poste-
riormente dando lugar a un puente de
epifisiodesis.

Los mecanismos intimos de esta trans-
formacién son desconocidos. La impor-
tante observacion de BRIGHTON y HUNT
(28) acerca de la ausencia de vesiculas
matriciales en los sitios de osificacion tras
la insercion de electrodos inactivos abre
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un interesante campo de investigacion. El
papel jugado por los factores locales., re-
cicntemente  descubiertos, que controlan
¢l crecimiento d0sco (29), entra hoy por
hoy en ¢l terreno de la especulacion.
Creemos, no obstante, que ¢s a estos ni-
veles bioquimicos donde hay que buscar
la respuesta a nuestros planteamientos.

La temprana aparicion de modifica-
ciones en el cartilago fisario alrededor de
la aguja seguida por la progresiva osifica-
cion del mismo, sugicren desechar la idea
de la inocuidad de las pequenas osteosin-
tesis que cruzan la fisis. Sus efectos sobre
estas no solo son debidos a la cantidad de
cartilago eliminado sino también a su in-
duccién osteogénica.

BIBLIOGRAFIA

1. BaiLey, R. and Dusow. H.: Studies of
longitudinal bone growth resulting in a
extensible nail. Surg. Forum 14: 455-457,
1963.

2. BAILEY. R. and DuBow, H.: Evolution of
the concept of an extensible nail accom-
modating to normal longitudinal bone
growth. Clin. Orthop. Rel. Res. 159:
157-170, 1981.

3. CawmpiELL. C.; GRISOLIA. A. and ZANCO-
NATO. G.: The effects produced in the car-
tilaginous epiphyseal plate of inmature
dogs by expcrimental surgical traumata.
J. Bone Joint Surg. 41-A: 1.221-1.242,
1959.

4. CANADELL, J.: Lesiones del cartilago de
crecimiento. Eunsa. Pamplona, 1976.

5. Pous. J.; DiMEGLIO, A.; BALDET, P. et
BoNNEL. F.: Cartilage de conjugaison et
croissance. Doin Edit. Paris, 1980.

6. SIFFERT, R.: The effect of staples and
longitudinal wires on cpiphyseal growth.
J. Bone Joint Surg. 38-A: 1.077-1.088,
1956.

7. SpeeD. J. and MACEY. J.: Fractures of the
humeral condyles in children. J. Bone
Joint Surg. 15: 903-919, 1933,

8. BJERKREIM. I. and LANGARD. O.: Effect
upon longitudinal growth of femur by in-
tramedulary nailing in rats. Acta Orthop.
Scand. 54: 363-365, 1983.

9. Forp. L. and KEY, A0 A study of expe-
rimental trauma to the distal femoral epi-
physis in rabbits. J. Bone Joint Surg.
38-A: 84-92, 1956.

10.

16.

18.

20.

21.

22,

23,

24.

25.

367

HaAs, S.: The changes produced in the
growing bonce after injury to the cpiphy-
scal cartilage plate. J. Orthop. Surg. 15:
67-99, 1919.

HaAs. S.: Retardation of bone growth by
a wire lop. J. Bone Joint Surg. 27: 25-36,
1945.

Haas. S.: Restriction of bone growth by
pins through the epiphysecal cartilaginous
plate. J. Bone Joint Surg. 32-A: 338-343,
1950.

Garers. Gy GUERADO. E.: Evolucién
Iong.l.tudgnal de la tibia de ratas tras en-
clavijamicnto de la fisis proximal. Rev.
SATO en prensa.

GARrces. G. y GUERADO. E.: Estudio his-
tologico de la fisis tibfal de la rata tras
enclavijamiento. Datos no publicados.
Drury. R. and WALLINGTON. E.: Carle-
ton's  Histological technique. Oxford
Univ. Press, 5th Ed., Oxford. pp. 246-
247, 1980.

GARCES. G. y GARCia CASTELLANO, J.:
Efectos de la inmovilizacién prolongada
sobre la cadera de la rata en crecimiento.
Rev. Esp. Cir. Ost. 21: 161-169. 1986.
BLUMENTHAL. N.; POSNER. A.; SILVER-
MAN, L.; ROSENBERG. L.: Effect of proteo-
glycans on in vitro hydroxyapatite forma-
tion, Calcif. Tiss. Int. 27: 75-82, 1979.
BUCKWALTER. J. and ROSENBERG. L.:
Proteoglycan aggregate estructure in mi-
neralizing cartilage. Orthop. Trans. 6: 38,
1981.

CHEN. C.; BOSKEY. A.; ROSENBERG. L.:
The inhibitory effect of cartilage proteo-
glycans on hydroxiapatite growth. Calcif.
Tiss. Int. 36: 285-290, 1984.

ERLICH. M.: MANKIN. H. and TREAD-
WELL. B.: Biochemical and physiological
events during closure of the stapled distai
femoral epiphyseal plate in rats. J. Bone
Joint Surg. 54-A: 309-322, 1972.

VaN KAMPEN. G.; VELDHUUZEN. J.; KuUlI-
JER. R.: van StapTr. R.; ScHippER. C.:
Cartilage response to mechanical force in
high-density chondrocyte cultures. Ar-
thrit. Rheum. 28: 419-424, 1985.
ErRONEN. I.; VIDEMAN. T.; FriMaN. C.
and MICHELSON. J.: Glycosaminoglycan
metabolism in experimental osteoarthritis
caused by immobilization. Acta Orthop.
Scand. 49: 329-334, 1978.

VIDEMAN. T.; BRONEN. 1. and FriMAN.
C.: Glycosaminoglycan metabolism in ex-
perimental osteoarthritis caused by immo-
bilization. Acta Orthop. Scand. 52: 11-21,
1981.

VIDEMAN. T. und VANHARANTA. H.: Die
Bchandlung der experimentellen Arthro-
se mit Glykosaminoglykanpolysulfat. Z.
Rheumatol. 42: 210-212, 1983.
PaLMOsKi. M.; PERRICONE. E.; BRANDT.
K.: Development and reversal of a pro-



REVISTA ESPANOLA DE CIRUGIA OSTEOARTICULAR

tcoglycan aggregation defect in normal
canine knee cartilage after immobiliza-
tion. Arthrit Rheum. 22: 508-517. 1979.
GARCES. G. y RaMirez. J.: Efectos de la
inmovilizacién en posicion funcional so-
bre los cartilagos de crecimiento tibiales:
estudio histologico ¢ histoquimico. Rev.
Orthop. Traum. cn prensa.

BriGuroN. C.o UNGER. AL and Stam-
BOUGH. J.: In vitro growth of bovine arti-

cular cartilage chondrocytes in various ca-
pacitively coupled electrical ficlds. J. Or-
thop. Res. 2: 15-22. 1984,

BriGguTON. C. and Hu~t. R.: Ultrastrue-
ture of electrically induced osteogenesis
in the rabbit medullary canal. J. Orthop.
Res. 4. 27-36. 1986.

CeNTRELLA. M. and Canans. E.: Local
regulators of skeletal growth: A perspec-
tive. Endocrine Reviews 6: 3344-351, 1985,



