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Alteraciones fisarias tras radiacion laser
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Resumen.—Ante el auge actual de la radiacion laser y al no encontrar bibliografia referen-
te al posible efecto sobre el cartilago de crecimiento, hemos decidido hacer una valoracion
del mismo en un modelo experimental. Se utilizaron 50 ratas, estableciéndose cinco grupos
de estudio de 10 animales cada uno, dependiendo de la dosis de radiacion aplicada percuta-
neamente sobre la fisis femoral distal. Tras el estudio ultraestructural, histoquimico y morfo-
métrico, hemos observado una serie de alteraciones indicadoras de un dafio celular directo.
Los hallazgos permiten concluir que este tipo de radiacion esta contraindicado absolutamente
durante la fase de crecimiento 6seo o en el esqueleto inmaduro.

PHYSEAL DAMAGE AFTER LASER RADIATION

Summary.—In view of the present importance of Laser Radiation, and due to the lack of
references about its effects on the growth cartilage, we designed an experimental model in order
to asses it. A total of 50 rats were used, establishing five groups of study at 10 animals each,
depending on the dosis of radiation applied percutaneously on the distal femoral phisys. After
the structural, histochemical and morphometric study, we observed a series of alterations in-
dicating a direct celular damage at the physion. From the results, it is concluded that laser
radiation should be on absolute contraindication during the phase of bone gonth or in the in-

mature skeleton.

INTRODUCCION

En 1917, Albert Einstein expuso por vez prime-
ra e principio de la emision estimulada de la radia-
cion, fundamentandose sobre dicho principio el
fendmeno laser (Ligth Amplification by Stimulation
Emission of Radiation). El mecanismo de accion de
la radiacion laser estd basado en la absorcion de la
energia por €l tgjido (1, 2), desarrollando unos efec-
tos directos (bioquimico, bioeléctrico y bioenergéti-
co) e indirectos (bioestimulante y vasodilatador).

Son numerosos los trabajos que demuestran los
efectos de la radiacion laser sobre distintos tejidos
(3-7), con distintas aplicaciones clinicas como discec-
tomias (8-11), artroscopias (12-18), extraccion de ce-
mento (19, 20) o suturas de tejidos (21-25).
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Teniendo en cuenta estos efectos, y a no encon-
trar datos bibliograficos referentes al posible efecto
de laradiacion laser sobre el cartilago de crecimien-
to, nos hemos propuesto la realizacion del presente
trabajo para valorar la repercusion de este tipo de
radiacion sobre la fiss de animales de experimenta-
cion, mediante un estudio ultraestructural, histoqui-
mico y morfométrico.

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se utilizaron 50 ratas blancas machos
de la cepa Wistar, de 45 dias de edad y pesos compren-
didos entre los 200 y 270 grs. procedentes todos ellos
del animalario de la Facultad de Medicina de la Universi-
dad de Oviedo.

La radiaciéon de los animales se realizé con un apara-
to LASER IR-200M (Probionic SA.) cuyas caracteristi-
cas técnicas son: frecuencia 50/60, longitud de onda
904nm., potencia méxima de pico 50 watios, angulo de
salida de 1° por colimacién de lente y ancho de impulso
al 50% de emision de 200 nseg. (Fig. 1).

La aplicacién fue percuténea de forma circular sobre
la fisis femoral distal del animal, tras e rasurado de la
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Figura 1. Modelo de radiacion laser utilizada (Probionic S.A.).

zona y adoptando una posicién en maxima flexion de la
rodilla (Fig. 2).

Los animales fueron divididos en 5 grupos de 10 ani-
males cada uno, siendo un grupo control y cuatro experi-
mentales. Estos cuatro grupos experimentales se
establecieron en base a los protocolos de radiacion reci-
bida, que en correlacion alas usadas en humanos 'y den-
tro de rangos utilizados por otros autores, fueron dosis
Unicas de 3 y 6julios, y dosis acumulativas (4 sesiones
de una dosis cada 48 horas) de 12 y 24 julios respectiva-
mente, COMO Se expone a continuacion:

GRUPO CONTROL (N = 10).

GRUPO | (N=10) .. Dosis Unica de 3 Julios.

GRUPO Il (N=10) ... Dosis Unica de 6 Julios.

. Dosis acumulativa de 12

GRUPO Il (N= 10) ..
Julios (3x3x3x3).

Figura 3. Dosis Unica de 3 Julios (Azoc. 1750x). Se aprecia
una notoria desorganizacion celular en el estrato seriado.

Dosis acumulativas de 24
Julios (6x6x6x6).

— GRUPO IV (N=10) ...

El sacrificio de los animales se redizé alas 24 horas
de la dltima irradiacion.

La técnica empleada para el estudio estructural fue
el Azocarmin, y para el estudio histoquimico el PAS-Azul
Alcian. Se realizd un estudio morfométrico mediante un
procesador de imagenes Kontron, teniendo en cuenta la
observacion de los siguientes indicadores: Area de la es-
fera, Didmetro del circulo equivalente, Volumen de la es-
fera y Espesor del cartilago o Altura fisaria. Estos
indicadores se analizaron en los niicleos y en los citoplas-
mas de las células condrocitarias de los cartilagos de cre-
cimiento.

Para la valoracion estadistica de los resultados mor-
fométricos se utilizd6 un estudio para muestras pareadas
con €l programa Epistat, y una correlacion de datos me-
diante €l indice de Pearson, calculando la «T de Student».

Figura 2. Aplicacién de la radiaciéon sobre la extremidad dis-
tal del animal.
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Figura 4. Dosis Unica de 6 Julios (Azoc. 700x). Hiperplasia
celular muy importante en estrato de células hipertréficas.
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Figura 5. Dosis Unica de 6 Julios (P.A.S. 800x). Marcada la
positividad a la reaccién P.A.S. a nivel de la placa basal.

RESULTADOS

— Grupo | (Dosis tnica de 3 Julios): En estos ani-
males se aprecia una alteracion en la integridad es-

Figura 6. Dosis acumulativa de 12 Julios (Azoc. 700x). Pro-
minente invasion vascular procedente de la zona metafisaria del
cartilago.

tructural del cartilago, con cierta desorganizacion y
menor celularidad en el estrato seriado, que presen-
ta nucleos celulares pequefios y picndticos y con imé&
genes de cariorrexis.

Existe una ruptura de continuidad en muchas co-
lumnas celulares con lo cual las pilas 0 columnas son
muy polimorfas desde el punto de vista condrocitario.

La capa germinal o de reserva se presenta muy
estrecha, con pocos condrocitos, los cuales estan
aplastados y carecen de nucleos, y €l estrato dege-
nerativo es rico en lagunas vacias (Fig. 3).

La matriz cartilaginosa de la fiss esta constituida
por una mezcla de ambos tipos de mucopolisacari-
dos (sulfatados y no sulfatados), a igua que la lami-
na de separacion interpuesta entre fiss y tgido dseo
epifisario o placa basal.

— Grupo |l (Dosis Unica de 6 Julios): El estrato
germinal aparece con condrocitos de muy pequefio

L\
o N
Figura 7. Dosis acumulativade 12 Julios (P.A.S. 1750x). De-
saparicion de estrato hipertréfico e invasion vascular hasta es-

.

.\\_‘

trato seriado, con alteraciones en la basofilia de la matriz

intercelular.

VOLUMEN 29; N.° 169 ENERO-FEBRERO, 1994



18 REVISTA ESPANOLA DE CIRUGIA OSTEOARTICULAR

tamafio. Se puede apreciar una muy notoria dismi-
nucién celular en el estrato seriado, a contrario que
la tercera capa o capa de células hipertroficas que
es muy gruesa (Fig. 4), con condrocitos de gran
tamafio.

La matriz cartilaginosa ha sufrido cambios simi-
lares en calidad, pero més pronunciados que la del
cartilago irradiado con dosis Unica de 3 Julios, y apa-
rece teflida en color violeta palido, indicando deplec-
cion de los mucopolisacéridos sulfatados y no
sulfatados.

Laplacabasal interpuesta es, por € contrario, muy
rica en mucopolisacéridos neutros, lo que le confie-
re una tonalidad marcadamente roja; dicho en otros
términos, ofrece fuerte positividad PA. S. (Fig. 5).

— Grupo Il (dosis acumulativa de 12 Julios): En
este grupo hemos observado una importante altera-
cion en la zona proliferativa del cartilago de creci-
miento, con desaparicion de numerosas columnas

Figura 8. Dosis acumulativa de 24 Julios (Azoc. 1750x). Im-
portante pérdida celular en estrato seriado con claros signos de
necrosis celular.
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celulares o pilas, y los espacios anteriormente ocu-
pados por ellas han sido invadidos por muy promi-
nentes formaciones conjuntivo-vasculares, siendo las
cavidades medulares muy abundantes (Fig. 6).

La capa de células hipertréficas ha perdido su
continuidad, habiendo quedado reducida a zonas se-
paradas, siendo la causa de esta fragmentacion, ob-
viamente, lainvasion del cartilago por las formaciones
anteriormente citadas procedentes de la medular con-
tenida en las celdillas o aréolas del tgido 6seo meta-
fisario o tejido esponjoso primario (Fig. 7).

La matriz ha sufrido disminuciones muy consi-
derables en su basofilia, y en diferentes lugares las
fibras colagenas han quedado denudadas, siendo vi-
sibles a la observacion microscépica.

— Grupo 1V (dosis acumulativa de 24 Julios): En
la fiss de estos animales el estrato seriado o prolife-
rative ha perdido columnas celulares enteras, y las
existentes estén fragmentadas y son de poca altura,

@
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Figura 9. Dosis acumulativa de 24 Julios (Azoc. 800x). Alte-
raciones en el armazén colédgeno de la matriz cartilaginosa con
distintos indices de refraccion.
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Tabla |: Valores nucleares de area, diametro y volumen, y espesor del cartilago de las distintas poblaciones estudiadas, con su

procesado estadistico (*: p < 0,05).

Area Diametro Volumen Espesor

3 jul. T: 0,8566 0,4609 1,2682 0,5052

p: 0,3924 0,6451 0,2058 0,6142

12 jul. T: 6,5421 3,6757 9,2662 3,1373
p: <10(E-6)* 2,8473(E-2)* <10(E-6)* 2,0665(E-3)*

6 jul. T: 2,5013 1,4293 3,5050 1,3503

p: 1,3286(E-2)* 0,1543 5,5092(E-4)* 0,1791

24 jul. T: 9,1986 5,243 17,9401 1,9324
p: <10(E-6)* <10(E-6)* <10(E-6)* 5,5351(E-2)*

reuniéndose sus condrocitos en pequefios grupos, y
mostrando claros signos necréticos (Fig. 8).

La capa de células hipertréficas presenta impor-
tantes alteraciones, lo mismo que en los animales del
experimento precedente, con fragmentacion, reducién-
dose muy considerablemente la celularidad de esta
capa. Muchos condrocitos contienen nucleos picné-
ticos, y citoplasmas claros sin ningun tipo de estruc-
tura organizada, y las cépsulas vacias del cuarto y
ultimo estrato (zona degenerativa) estén invadidas por
numerosas formaciones vasculo-conjuntivas, que a
igual que en el experimento precedente son pobres
en sustancia P.A.S. positiva.

El gel que es la matriz cartilaginosa ha modifica-
do su indice de refraccion, haciéndose diferente a
de las fibras coldgenas, por cuyo motivo estas son vi-
sibles en muchos puntos de las preparaciones histo-
l6gicas, y por €l contrario las trabéculas dseas en vias
de neoformacién se muestran muy bastfilas (Fig. 9).

En las tablas | y Il se encuentran reflgjados los
resultados morfométricos, asi como el procesado es-
tadistico de las poblaciones estudiadas.

DISCUSION

Una disminucion de grosor del cartilago de cre-
cimiento o altura fisaria es el hecho més destacable
gue ocurre tras la aplicacion de la radiacién laser.
A dosis acumulativas de 12 y 24 Julios condiciona
un estrechamiento de significacién estadistica (p <
0,05) més notable que las dosis Unicas de 3y 6 Ju-
lios que no tienen rango de variacion significativa (ta-
bla I).

Al existir una relacion directa entre la capaci-
dad funcional y el grosor del cartilago (26, 27), lo
hemos interpretado como una menor capacidad de
respuesta funcional del cartilago, que consideramos

debido a menor nimero de células viables en el mis-
mo, como consecuencia del efecto deletereo de lara-
diacion léaser.

Esta disminuciéon del grosor del cartilago o atu-
ra fisaria presenta su maxima expresiéon en €l estrato
seriado o proliferativo, que en el animal control ocu-
pa précticamente la mitad del grosor de la fisis, lle-
gando a producir una casi total desaparicion cuando
se utilizaron las dosis maximas (12 y 24 Julios).

En todos los experimentos esta capa seriada su-
frio alteraciones de la morfologiay celularidad de sus
columnas con incurvaciones o rupturas de éstas en
varias masas globulosas, con signos de clara regre-
sion celular respecto a los grupos control.

Tras € andlisis morfométrico de las imagenes me-
diante técnicas informéticas, y consiguientemente evi-
tando el error de observacion citado por otros autores
(28), los valores obtenidos en los animales someti-
dos alas distintas dosis de radiacion laser revelaron
una disminucion significativa (p < 0,05) de los tres
indicadores citoplasmaticos (tabla Il), siendo menor
este decremento en e grupo experimental al que se
administré la minima dosis (3 Julios), que fueron los
Unicos animales que no sufrieron modificacién en uno
de sus indicadores, el didmetro.

Asimismo, hemos encontrado un descenso signi-
ficativo (p < 0,05) en los tres indicadores cariomé-
tricos (tabla 1), siendo los valores mas significativos
en aguellos animales alos que se les administré las
maximas dosis de radiacion laser (12 y 24 Julios).

Teniendo en cuenta larelacion existente entre los
valores nucleares y el grado de actividad funcional
(29), hemos interpretado estas variaciones en los dis-
tintos valores como una muy notoria disminucion de
la actividad condrocitaria, que consideramos debi-
do aun menor nimero de condrocitos funcionalmente
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activos por el dafio celular directo gercido por lara-
diacion léser, que desde € punto de vista clinico con-
llevard a un menor crecimiento 0Oseo.

La matriz cartilaginosa se altera en todos los ex-
perimentos, con modificaciones en lareaccion P.A.S.-
Azul Alcian, por depésito de ambos tipos de muco-
polisacaridos en las capas hipertréficay degenerativa.

El indice de refraccion de la sustancia fundamental
decae mucho, por lo que las fibras colagenas se hacen
visibles en algunos puntos, lo que pensamos podria
ser debido a un aumento en la produccion de fibras
colagenas (30) y a efecto térmico de laradiacion laser.

El citado efecto térmico se basa en la absorcion de
laenergia por parte de estructuras coloreadas o con gran
poder de absorcién, que transforman esta energia en cdor.

Al producir temperaturas de aproximadamente 70°,
la radiacion laser altera las propiedades fisicas de las
fibras colagenas aumentando su rigidez y produce la
evaporizacion del agua, lo que atemperaturas mayo-
res de 100°, y asociado auna ateracion en las protei-
nas celulares conllevaria a una destruccion del tgido (20).

Estas alteraciones térmicas encuentran su maxima
expresién en los animales sometidos a mayor nimero
de aplicaciones (12 y 24 Julios, especialmente este Ul-
timo).

Los fendmenos de erosion en la capa profunda del
cartilago de crecimiento son muy notorios. En las ca
vidades resultantes penetran formaciones conjuntivo-
vasculares con células mesenquimatosas indiferencia-
das responsables del proceso de osificacion, efecto éste
ya conocido tras la aplicacién de radiacion laser sobre
el cartilago articular (31) y enrelacion con € calo frac-
turario como células endoteliaes hiperplésicasy en intima
relacion con las células preosteogénicas (7).

Tabla |I: Valores citoplasméticos de area, didmetro y volumen,
de las distintas poblaciones estudiadas, con su procesado esta
distico (*: p <0,05).

Area Diametro Volumen

3jul. T: 3,4716 1,5943 5,6366
p:  6,4034(E-4)* 0,1131 <10(E-6)*

12 Jul. T: 41,4601 16,9035 81,1998
p: <10(E-6)* <10(E-6)* <10(E-6)*

6 jul. T: 38,0913 15,0499 76,7061
p: <1O0(E-6)* <10(E-6)* <10(E-6)*

24 jul. T: 37,8764 14,8282 76,8574
p: <10(E-6)* <10(E-6)* <10(E-6)
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Tales formaciones son muy abundantesy penetran
en los estratos de células hipertréficas y seriado, que
como se coment6 precedentemente ha perdido gran ni-
mero de columnas condrocitarias, con reabsorcion de
los tabiques intercelulares y presencia de condrocitos
en fase terminal.

La susceptibilidad alas radiaciones, como se sabe,
varia importantemente en funcién de la edad y consi-
guientemente del grado de maduracién de tegjido, y asi
una pequefia cantidad de radiacion puede actuar ex-
citando ciertas funciones celulares, una cantidad me-
dia gerce una accion depresiva sobre la célula, y grandes
dosis de radiacion ateran la capacidad funcional de
lacélulallegando aproducir lanecrosis de lamisma (32).

Trabgjos clasicos ya han puesto de manifiesto € efecto
deletéreo de las radiaciones sobre € tegido osteo-
cartilaginoso (33), produciendo lesién celular directa
y otros efectos indirectos por alteracion vascular loco-
regional, siendo en el esqueleto en crecimiento las cé-
lulas cartilaginosas de las placas epifisarias muy
vulnerables a laradiaciéon y como consecuencia alte-
rando el crecimiento.

A las radiaciones gamma se ha atribuido una de-
tencion temporal del crecimiento (34), encontrando al-
teraciones de la mitosis celular a las 24 horas de la
irradiacién, asi como una disminucién del espesor del
cartilago, con tumefaccién de los condrocitos, y desa-
paricion de las células de la capa seriada.

Seglin nuestras observaciones, laradiacién |aser con-
diciona sobre €l cartilago de crecimiento importantes
alteraciones en las fases de proliferacién, maduracioén,
y osificacion del cartilago por lesion celular directa, que
creemos es debido a reconocido estimulo tréficoy ener-
gético sobre las cdlulas (35), habiéndose obtenido efectos
similares de forma experimental con los ultrasonidos
aplicados a dosis dtasy continuadas, produciendo una
menor capacidad de crecimiento de las epifisis (36).

CONCLUSIONES

La aplicacion de radiacion laser sobre el cartilago
de crecimiento determina en é mismo importantes al-
teraciones, fundamentalmente en sus fases de prolife-
racion e hipertrofia, con una relacién directa entre el
grado de lesion celular y laintensidad de laradiacién.

Por las importantes repercusiones clinicas que di-
cha radiacion origina, nos permitimos defender la con-
traindicacion absoluta de laradiacién del cartilago de
crecimiento con laser, bien directamente o en su vecindad
durante el crecimiento dseo, es decir hasta unavez rea-
lizado € cierre fisario.
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